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IZVLECEK

Konjska astma je pogosta kroni¢na bolezen dihal, ki pomembno vpliva na zdravje in dobrobit
konj. Trenutne strategije zdravljenja konjske astme temeljijo na lajSanju simptomov in ne
zdravijo bolezni. Lahko imajo tudi znatne stranske ucinke.

Cilj naSe raziskave je bil oceniti lokalne in sistemske ucinke intrabronhialne administracije
avtolognih mezenhimskih mati¢nih celic, pridobljenih iz mascobnega tkiva (Adipose derived
mesenchymal stem cells, AD-MSC) na potek konjske astme. Konje smo naklju¢no razdelili v
dve skupini in jih zdravili z AD-MSC ali deksametazonom. Za ugotavljanje terapevtskih
ucinkov smo natan¢no opredelili klini¢no izrazanje bolezni pri posameznem konju in opravili
meritve pljucnih funkcij in endoskopski pregled dihalnih poti. Ob endoskopiji smo opravili tudi
bronhoalveolarno lavazo, izpirke pa citolosko pregledali in izmerili vrednosti izraZanja
sporoc¢ilne RNK dolocenih vnetnih citokinov in koncentracijo njihovih beljakovin. Po koncani
obravnavi smo konje spremljali Se eno leto in primerjali dolgorocno stabilnost kliniénih znakov
med obema skupinama. Kljub temu, da zdravljenje z AD-MSC ni povzrocilo takSnega
izboljsanja klini¢nih znakov astme kot zdravljenje kontrolne skupine, smo zaznali znatno
izboljSanje pri izraZanju in koncentraciji posameznih vnetnih spremenljivk. V primerjavi s
kontrolnim zdravljenjem, pa je imelo zdravljenje z AD-MSC pozitiven dolgoro¢ni u¢inek na
stabilnost klini¢ne slike.

Na podlagi rezultatov te raziskave zaklju¢ujemo, da ima intrabronhialno zdravljenje z AD-MSC
omejen kratkorocen ucinek in pozitiven dolgoroc¢en ucinek na simptome kroni¢ne astme pri

konjih.

Kljuéne besede: bolezni konj — zdravljenje; astma — imunologija — veterinarska — zdravljenje
z zdravili — preventiva in kontrola; bronhoalveolarni izpirek — citologija — imunologija; citokini
— ucinki zdravil; interlevkini — imunologija; imunski odziv — uc€inki zdravil; mezenhimske
mati¢ne celice — citologija — imunologija — klasifikacija; plju¢a — patologija; vnetje —

imunologija — patofiziologija — terapija z zdravili — veterinarsko
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ABSTRACT

Equine asthma is a common chronic disease of the respiratory tract that significantly affects
horses' health and well-being. Current therapeutic strategies are based on symptomatic
treatment and do not alter the disease's long-term progression, and their side effects are
worrying.

Our study aimed to evaluate the local and systemic effects of intrabronchial administration of
autologous adipose-derived mesenchymal stem cells (AD-MSC) on severe equine asthma.
Horses were randomly divided into two groups and treated with AD-MSC or dexamethasone.
To determine the therapeutic effects of intrabronchial treatment with AD-MSC, we precisely
defined clinical signs, and performed lung function tests and endoscopic examination of the
airways in horses included in the study. Bronchoalveolar lavage was performed, and the
samples were cytologically examined, and the mRNA expression values of specific
inflammatory cytokines and the concentration of their proteins were measured. After treatment,
the horses were monitored for another year, and the long-term stability of clinical signs between
the two groups was compared. Although non-inferiority of AD-MSC treatment was not
confirmed, improvement in certain inflammatory variables was observed after cell therapy.
However, intrabronchial treatment with AD-MSC had a positive long-term effect on clinical
stability of horses with severe asthma.

Results of the study indicate that intrabronchial treatment with AD-MSC has a limited short-

term anti-inflammatory effect and a positive long-term clinical effect in asthmatic horses.

Keywords: Equine diseases — therapy; asthma — immunology — veterinary — drug therapy —
preventive and control; bronchoalveolar lavage fluid — cytology — immunology; cytokines —
drug effects; interleukines — immunology; immune response — drug effects; mesenchymal
stem cells — cytology — immunology — classification; lung — pathology; inflammation —

immunology — physiopathology — drug therapy — veterinary
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SEZNAM OKRAJSAV

APplinax Najvecje spremembe v intraplevralnem pritisku

AD-MSC Mezenhimske mati¢ne celice, pridobljene iz masc¢obnega tkiva; Adipose tissue
derived mesenchymal stem cells

AHR Povecana preobcutljivost dihal; Airway hyperresponsiveness

ARDS Sindrom akutne dihalne stiske; Acute respiratory distress syndrome

ASM Gladka misi¢nina dihalnih poti; Airway smooth muscles

BAL Bronhoalveolarna lavaza; Bronchoalveolar lavage

BALf Bronhoalveolarni izpirek; Bronchoalveolar lavage fluid

BM-MSC Mezenhimske mati¢ne celice, pridobljene iz kostnega mozga; Bone marrow
derived mesenchymal stem cells

CD Diferenciacijski skupki; Cluster of differentiation

cDNK Komplementarna deoksiribonukleinska kislina

Cayn Dinamic¢na popustljivost (komplianca) plju¢

CI Interval zaupanja; Confidence interval

COPD Kroni¢no obstruktivno obolenje dihal; Chronic obstructive pulmonary disease

DEX Skupina konj, ki je za zdravljenje prejela deksametazon; Dexamethasone

DMEM Eaglov medij, modificiran po Dulbeccu (orkajsano iz angl. Dulbecco — modified
eagle medium)

DR Obmocje zaznavanja; Detection range

EA Konjska astma; Equine asthma

ECA Konjski kromosom; Equine chromosome

ECM Zunajceli¢ni matriks; Extracellular matrix

ECV Zunajceli¢ni vezikli; Extracellular vesicles



N. Adami¢: Vpliv zdravljenja z mezenhimskimi mati¢nimi celicami na kroni¢no obstruktivno obolenje dihal pri

konjih.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2022. Doktorska disertacija

ELISA
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IxB
LME
LPS
MHC
miRNK
mRNK
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NBB
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NK
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18
Encimskoimunski test; Enzyme-linked immunosorbent assay

Konjska pasna astma; Equine pasture asthma

Embrionalne maticne celice; Embryonic stem cells
Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Hematopoetske mati¢ne celice; Hematopoietic stem cells
Indolamin-2,3-dioksigenaza

Interferon gama

Interlevkin

Inducirane pluripotentne matic¢ne celice; Induced pluripotent stem cells

Mednarodno drustvo za celi¢no terapijo; International Society for cellular

therapy

Intravenski vnos

Inhibitorni protein-«kB

Linearni model meSanih u¢inkov; Linear mixed effect
Lipopolisaharidi

Poglavitni histokompatibilnostni kompleks; Major histocompatibility complex
Mikro RNK; MicroRNA

Informacijska RNK; Messenger RNA

Mezenhimske mati¢ne celice; Mesenchymal stem cells
N-butilspolamonijev bromid

Jedrni dejavnik kapa-B; Nuclear factor kappa-B
Naravne celice ubijalke; Natural killer cells
Prilagojena p-vrednost; P-value adjusted

Fizioloska raztopina v fosfatnem pufru; Phosphate-buffer saline
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RT-qPCR
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SD
SEA
T1

T2
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TGF-p
Th
TLR
TNFa
T-reg
TRM
TSG-6

TT
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Prostaglandin

Tlak v plevralni votlini
Rezistenca pljuc; Lung resistance

Obratna transkripcija in kvantitativna verizna reakcija s polimerazo; Reverse

transcription and quantitative polymerase chain reaction

Skupina konj, ki je za zdravljenje prejela MSC; Stem cell treatment
Standardni odklon; Standard deviation

Huda oblika konjske astme; Severe equine asthma

Cas zaletka zdravljenja; Time I

Cas zakljucka zdravljenja; Time 2

Skupno Stevilo celic; Total cell count

Transformirajoci rastni dejavnik beta; Transforming growth factor beta
T-celica pomagalka; T-helper cell

Toli¢ni receptor; Toll-like receptor

Tumor nekrotizirajo¢i dejavnik alfa; Tumor necrosis factor alpha
Regulatorna T-celica

Model Tobit regresije nakljuénih u¢inkov; Tobit (censored regression) model
TNF-stimulirajo¢i gen-6

Telesna teza
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1 UVOD

Kroni¢no obstruktivno obolenje dihal pri konjih, danes imenovano huda oblika konjske astme
(Severe equine asthma, SEA), je pogosta bolezen dihal pri konjih. Kvaliteta zivljenja in
predvsem fizi¢na sposobnost prizadetih konj sta okrnjeni, bolezen pa predstavlja tudi velik
logisti¢en in financni zalogaj za lastnike (1, 2). Bistvene lastnosti bolezni so povecana
preobcutljivost in odzivnost dihal na antigene v vdihanem zraku (Airway hyperresponsiveness,
AHR), ter posledic¢en razvoj kroni¢nega nevtrofilnega vnetja dihalnih poti, bronhokonstrikcije
in kopicenja sluzi. Zaradi nastetih sprememb je pljucna funkcija oslabljenja, dolgoro¢no pa se
preoblikujejo tudi tkivne strukture dihalnih poti (3-6). Poleg bistvenega zmanjSevanja
izpostavljenosti dovzetnih konj antigenom (praSnim delcem), so za hitrejSe lajSanje
bronhokonstrikcije potrebna imunosupresivna in bronhodilatatorna zdravila (4, 5). Ceprav je z
uspesno obravnavo obolelih konj mogoce doseci dolo¢eno obdobje klini¢ne remisije, dokoncne
ozdravitve s trenutno dostopnimi terapijami ne dosezemo, ker omenjene terapevtske strategije
nimajo znatnega vpliva na patolosko preoblikovanje sten dihalnih poti (1, 4-10).
Imunosupresivno zdravljenje lahko povzroc¢i nezaZeljene stranske ucinke, ki so najpogosteje
povezani z zaviranjem delovanja nadledvi¢ne Zleze, spreminjanjem presnove kosti, patoloSkimi
spremembami v tkivnih strukturah kopita (laminitis) in povecano dovzetnostjo za okuzbe (2, 5,
10-13). Vecina konj s SEA kljub zdravljenju obCasno razvije resne klini¢ne znake; njihova
atletska sposobnost pa je kroni¢no okrnjena (1). Zato simptomatsko zdravljenje, ki se trenutno
uporablja za obvladovanje SEA pri konjih, ne zagotavlja ustrezne terapevtske reSitve za
dolgoro¢no omilitev ali ozdravitev astme.

V humani in veterinarski medicini se celicno zdravljenje uveljavlja kot terapija za Stevilne
bolezni. Enega izmed moZnih celi¢nih virov predstavljajo mezenhimske mati¢ne celice
(Mesenchymal stem cells, MSC), ki so prisotne v odraslem organizmu, tehnika njihove izolacije
in gojenja pa je razmeroma preprosta. Tradicionalno se je terapevtsko delovanje mati¢nih celic
povezovalo z njihovo diferenciacijo v razli¢ne celicne tipe in nadomescanjem poskodovanega
tkiva (14), danes pa njihove terapevtske sposobnosti pripisujejo predvsem imunomodulatornim
lastnostim (15). Zdravljenje z MSC se je izkazalo za uspesno tudi pri vnetnih spremembah v
pljucih pri ljudeh in Zivalih (16—19). Pri misjih (20-26) in macjih (27) modelih astme, ter drugih
eksperimentalno povzroCenih vnetnih boleznih dihal (28-30), je imelo zdravljenje z MSC

pozitiven ucinek na lokalni imunski odziv. Trenutno je poleg rezultatov nase raziskave (31)
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objavljena le Se ena raziskava celicnega zdravljenja astmati¢nih konj (32), ki poroca o

kratkotrajnem lajSanju klini¢nih znakov in vnetja v pljucih po enkratni intratrahealni aplikaciji
mononuklearnih celic, pridobljenih iz kostnega mozga.
V sklopu naSe raziskave smo proucevali u¢inke intrabronhialnega vnosa avtolognih, iz mascobe
pridobljenih (Adipose-derived, AD) MSC pri konjih s SEA. Postavili smo dve delovni hipotezi:
1) Mati¢ne celice bodo s svojim imunosupresivnim delovanjem prekinile kroni¢no vnetje
v dihalnih poteh pri astmati¢nih konjih.
2) Imunosupresivni u¢inek mezenhimskih mati¢nih celic bo vplival na izrazanje vnetnih
citokinov v dihalih astmati¢nih kon;.
Rezultati raziskave bodo pomembni za razumevanje in oblikovanje ucinkovitih terapevtskih
strategij za zdravljenje SEA. Pri¢akujemo tudi translacijsko vrednost te raziskave, saj so konji

najustreznejS$i model za proucevanje humanega nevtrofilnega tipa astme.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 KONJSKA ASTMA

Konjska astma (Equine asthma, EA) je najpogostejSa kroni¢na bolezen dihal pri konjih (2).
Opredeljuje jo znacilno moc¢no vnetje spodnjih dihalnih poti, ki je posledica pretiranega
imunskega odziva na zunanje dejavnike (33). Bistvena lastnost bolezni je reverzibilna
obstrukcija dihalnih poti in posledi¢no povecan napor pri dihanju (dispneja) v mirovanju (4, 5,
34). Z ustrezno obravnavo pacientov lahko obstrukcijo in klini¢ne znake olajSamo in bolezen

spravimo v stanje zacasne remisije.

2.1.1 Etiologija bolezni

Prevalenco SEA je tezko oceniti, ker je delez populacije konj z astmo lahko v fazi klini¢ne
remisije in jih je klini¢no tezje prepoznati (5, 35, 36). Podatki o prevalenci zato variirajo med
2in 80 % (2, 35, 37-39).

Z obseznimi retrospektivnimi raziskavami je bilo potrjeno povecano tveganje za razvoj SEA s
povecevanjem starosti konj (7 let in vec), sezono (zimsko in spomladansko obdobje),
prebivanjem v urbaniziranem okolju, prebolelimi okuzbami dihal, ter izpostavitev konj senu in
predvsem slami slabe kvalitete zgodaj v Zivljenju (5,38,40,41).

Bolezen ima tudi dedni znacaj (42, 43). Prvi dokaz za to je bilo opazanje, da kljub
1zpostavljenosti rizi€énim okoljskim dejavnikom, vsi konji ne obolijo za SEA. Ramseyer in sod.
(2007) opisujejo Stirikrat vecjo verjetnost pojava bolezni pri potomcih starSev obolelih za SEA,
v primerjavi s potomci zdravih starSev (43). S podrobnej$im preucevanjem genoma dovzetnih
druZin konj so s povecanim tveganjem za nastanek SEA povezali regiji na konjskem
kromosomu (Equine chromosome, ECA) 13 in ECA 15 (44, 45). Znotraj omenjenih
kromosomskih regij se nahaja ve¢ kandidatnih genov, vklju¢no z geni za interlevkine (IL) (45,
46).

Osrednjo vlogo pri razvoju SEA ima izpostavljenost antigenom. V dihalih dovzetnih konj se
razvije izrazito nevtrofilno vnetje Ze znotraj Sestih ur po izpostavitvi prasnemu senu (4, 47-53).
Zanimiv je podatek, da vsi konji (SEA-dovzetni in nedovzetni) razvijejo vnetni odgovor na
vdihavanje prasnih delcev, ki se izraza s povecCanim pritokom nevtrofilnih granulocitov v

dihalne poti, plju¢no disfunkcijo pa razvijejo le SEA-dovzetni konji (4, 54).
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V senu in hlevu so prisotni Stevilni potencialno pro-vnetni agensi: bakterijski endotoksini, ve¢

kot 50 vrst plesni, peptidoglikani, proteaze, mikrobni toksini, krmne prsice, rastlinski ostanki
in anorganski prah (4, 55-57). Poglavitno vlogo pri nastanku bolezni imajo verjetno plesni in
endotoksini, ki se v slabSe konzervirani krmi pojavljajo v vecjih koli¢inah (58, 59). Vhlevljeni
konji so izpostavljeni 8 do 10-krat vi§jim koncentracijam endotoksinov kot konji, vzdrzevani
na pasnikih (60). Na kon¢no koncentracijo prahu oziroma antigenov v dihalni okolici konj
mocno vpliva tudi prisotnost drugih zivali in konstrukcijska znacCilnost hleva (61).

Poleg klasi¢ne oblike SEA, ki se razvije pri vhlevljenih konjih, poznamo tudi t.i. konjsko pasno
astmo (Equine pasture asthma, EPA) (34). Konji, oboleli za EPA, razvijejo znacilne klini¢ne
znake astme, ko so na prostem. Obolenje se po navadi izboljsa kmalu po premiku konj v zaprte
prostore (34). Zaradi tega se predpostavlja, da so vzro¢ni dejavniki za EPA bioloski pas$ni delci.
Specifi¢ni antigeni, ki pogojujejo nastanek EPA, $e niso natan¢no opredeljeni. Najverjetnejsi
etioloski dejavnik je cvetni prah (34). Verjetnost za nastanek EPA se poveca v vlaznem okolju

zaradi nastanka mikrometerskega aerosola cvetnega prahu (34, 37).

2.1.2 Patofiziologija bolezni
Kljub temu, da je SEA predmet Stevilnih raziskav, patofiziologija obolenja Se vedno ostaja
slabo opredeljena (2, 4, 5). Za natan¢nejSe razumevanje SEA bo verjetno potrebno opredeliti

posamezne znacilnosti vnetja oz. fenotipe obolenja.

2.1.2.1 Vnetje

Vnetje dihalnih poti je bistvena lastnost SEA, ki se razvije zaradi pretiranega imunskega odziva
na lokalnem tkivnem nivoju (4, 62, 63), kar je vezano na spremenjeno gensko regulacijo
transkripcijskih dejavnikov, sproS€anje vnetnih mediatorjev in aktivacijo vnetnih celic (64).
Obolenje je sicer opisano kot bronhiolitis, vendar lahko vnetne spremembe opazimo tudi v bolj
proksimalnih delih prevodnega dela dihalnih poti (33, 65). Odkritje, da le dolocen deleZ konj v
neki splos$ni populaciji razvije klini€ne znake astme (4, 53, 54), je bila podlaga za hipotezo o
alergijskem obolenju (5). Sprva se je razvila teorija, da se pri SEA razvije preobcutljivostna
reakcija tipa 1 (66—70). Zaradi znacilnega nevtrofilnega bronhiolitisa pa nekateri strokovnjaki
menijo, da bi razvoj SEA lahko bila posledica tipa 3 preobcutljivostne reakcije (4, 5, 63, 71).
Mehanizem razvoja vnetja v dihalih astmati¢nih konj je kompleksen in dinamicen proces

kombinacije prirojenega in pridobljenega imunskega odziva (63), katerega rezultat je kopicenje
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velikega Stevila nevtrofilnih granulocitov v dihalih (3). Le-ti skupaj z limfociti T in lokalnimi

celicami v pljucih (mastociti, makrofagi, endotelijskimi, bronhialnimi in respiratornimi
epitelijskimi celicami) predstavljajo vir vnetnih mediatorjev, ki usmerjajo patogenezo bolezni
(4). Nevtrofilni granulociti s spros¢anjem vnetnih mediatorjev, vklju¢no s citokini (IL-1p, IL-6
in IL-17, ter tumor nekrotizirajo¢im dejavnikom alfa (TNFa)) in kemokini (na primer IL-8),
vplivajo na razvoj bronhokonstrikcije, povecano izloCanje sluzi in preoblikovanje plju¢nega
tkiva (34, 71, 72). Motena je tudi aktivacija dejavnikov, ki bi pri SEA delovali reverzibilno na
dejavnike, ki vodijo do vnetja. Gre predvsem za moteno izrazanje transkripcijskih dejavnikov,
ki vplivajo reverzibilno na diferenciacijo nevtrofilnih granulocitov in posledicno njihov
stimulativen vpliv na vnetje (73). Za zagotavljanje ravnovesja med efektorsko obrambno vlogo
nevtrofilnih granulocitov in poskodovanjem okolnega tkiva, je zelo pomembno tudi
uravnavanje zivljenjske dobe nevtrofilnih granulocitov z apoptozo (4, 5, 34, 52, 73-75). Motena
apoptoza nevtrofilnih granulocitov je neposredno povezana s Stevilnimi obolenji (76), vkljuc¢no
s SEA (34, 77).

Pri vnetnem odzivu dihal in obnovi tkiva imajo pomembno vlogo tudi alveolarni makrofagi (5).
Alveolarni makrofagi izlo¢ajo S$tevilne mediatorje vnetja, ki so med drugim mocni
kemoatraktanti za nevtrofilne granulocite (5, 78). Gostota makrofagov v bronhoalveolarnem
1zpirku (Bronchoalveolar lavage fluid, BALf), pridobljenem pri astmati¢nih konjih, je vecja kot
v BALf-u zdravih kontrolnih konj (5, 79). V pljucih konj je tako prvi odziv na vdihane antigene
aktivacija alveolarnih makrofagov, ki jim sledi invazija nevtrofilnih granulocitov; skupaj pa
predstavljajo prvo obrambno linijo na povrSini prevodnih dihalnih poti (80).

S sekrecijo Stevilnih citokinov je v patogenezo vnetja dihal pomembno vpleten tudi T-celi¢no
posredovan imunski odziv (4, 5). V patogenezi SEA imajo pri uravnavanju imunskega odziva
pomembno vlogo predvsem T-celice pomagalke (T-helper cells, Th) in celice T zaviralke (4).
Pri humani astmi prevladuje Th2-tip limfocitov, ki s produkcijo svojih citokinov (IL-4 in IL-5)
sprozijo sintezo IgE in eozinofilno vnetje (2, 4, 81-83). Podobna patogeneza je bila predlagana
tudi pri konjih, zlasti zaradi ugotovljenih povisanih vrednosti informacijske RNK (Messenger
RNK, mRNK) za IL-4 v BALf-u obolelih konj (84-87). Povisane vrednosti IL-4 v BALf
vzorcih konj so bile zaznane v kratkem casovnem obdobju po antigenskem izzivu, kar potrjuje
alergijsko komponento obolenja (4, 84, 88). Vendar je patogeneza vnetja pri SEA v nekaterih
fazah drugacna od humane; Ze samo poviSanje deleZa eozinofilnih granulocitov in mastocitov

v bronhoalveolarnem tkivu pri konjih, v primerjavi s humano astmo, je zelo variabilna (4, 64).
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Drugi raziskovalci pa so v BALf-u astmati¢nih konj ugotovili poviSano izrazanje mRNK za

interferon gama (IFNy) in prevladovanje odziva Thl (4, 84, 89-91).

Verjetno je, da na potek vnetja dihalnih poti pri SEA vpliva uravnotezen (nepolariziran)
imunski odziv, ki temelji na Th1 in Th2 odzivu (4, 5, 88).

Nekateri raziskovalci navajajo, da so nevtrofilni granulociti prevladujo¢ ali celo ekskluziven
regulator vnetja pri SEA, saj niso zaznali izrazanja mRNK za IL-4 ali [FN-y. Ustvarili naj bi
lastno kompleksno citokinsko mrezo, saj poleg elementarnega IL-8 (bistvenega za
imunomodulacijo v akutni fazi odziva) izlo¢ajo tudi TNFa in IL-1B, ki sta prevladujoca pro-
vnetna citokina (92). Preko teh citokinov nevtrofilni granulociti usmerijo delovanje in vnetni
odziv drugih celic v dihalih (makrofagov, epitelijskih celic, endotelijskih celic in
gladkomiSi¢nih celic) (72), ki z nadaljnjim izlo€anjem IL-8 postavljajo vlogo tega citokina v
center patogeneze SEA.

IL-8 je wvnetni kemokin, ki spodbuja diferenciacijo T-celic in je hkrati najmocnejsi
kemoatraktant nevtrofilnih granulocitov v dihalih (4, 93-95). Izrazanje gena za IL-8 je pri SEA
konstantno povisano (95, 96), stimulirano pa je najpogosteje s strani TNFa in IL-1f (97). Poleg
samega privabljanja nevtrofilnih granulocitov na mesto vnetja, IL-8 uravnava tudi njihovo
adhezijo in prehod skozi endotelij na mesto vnetja in jih nadalje spodbuja k fagocitozi in
sprosc¢anju encimov, ter vpliva na preoblikovanje tkiva dihal (98-101).

Pomembno vlogo pri progresiji in vzdrZzevanju vnetja pri SEA ima poleg TNFa in IL-1f tudi
IL-17 (102—-104); ti dejavniki potem skupaj aktivirajo signalno zanko jedrnega dejavnika kapa-
B (Nuclear factor kappa B, NF-xB) (103, 105-109). PoviSano gensko izrazanje omenjenih treh
citokinov je bilo ugotovljeno tudi v BALf vzorcih astmati¢nih konj (84, 88, 91, 94, 95, 110).
TNFa je zaradi izrazitega pro-vnetnega ucinka neposredno vkljucen v ve€ino vnetnih procesov
in sodeluje pri aktivaciji signalnega omrezja povezanega z nastankom in vzdrZevanjem vnetja,
ki izhaja tako iz prirojene kot iz pridobljene imunosti (111, 112). Proizvajajo ga predvsem
makrofagi, deloma pa tudi druge celice, ki pri razvoju vnetja sodelujejo z vzpostavitvijo
kompleksne citokinske mreze (93, 94, 112). Na nevtrofilne granulocite TNFa sicer nima
neposrednega ucinka, vpliva pa na adhezijske molekule na endoteliju in izrazanje drugih
kemotakti¢cnih dejavnikov (IL-8) (95, 112, 113). Prek NF-«xB TNFa nadalje vpliva na
proizvodnjo prostaglandinov (PG) (112) in izlo€anje sluzi (114). Najveckrat je hkrati z njim
poviSano tudi izrazanje pro-vnetnega citokina IL-1p. Alveolarni makrofagi proizvajajo IL-1

kot odziv na drazljaje (na primer lipopolisaharide (LPS)) (115), ¢emur sledi kaskadno
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spros€anje pro-vnetnih mediatorjev TNFa, IL-6 ali IL-8, in izrazanje adhezijskih molekul v

gladkomisSi¢nih celicah dihalnih poti (Airway smooth muscles, ASM), epitelijiskih in
endotelijskih celicah (116). Kljub strukturni razli¢nosti imata IL-1p in TNFa podobne bioloske
lastnosti (102), vnetje pa spodbuja aktivacijo obeh (117). Njuni sinergijski uc¢inki usklajujejo
pro-vnetne spremembe na tkivni in celi¢ni ravni ter sprozajo in stopnjujejo vnetne odzive (94,
112, 118). Inducirata tudi moc¢no gensko ekspresijo IL-8 s strani razli¢nih celic, ki pa nadalje
deluje kot kemotakti¢ni dejavnik za nevtrofilne granulocite (95, 112, 113, 119).

Citokini celic tipa Th17 prav tako pomembno sodelujejo pri patogenezi vnetja (120), vklju¢no
z astmo (121). Ucinkujejo na metaplazijo respiratornega epitelija in povecano stopnjo
preoblikovanja dihalnih poti (121). Pri razvoju nevtrofilnega vnetja ima IL-17 posredno vlogo
z indukcijo izrazanja mRNK za IL-8 s strani vnetnih, epitelijskih in endotelijskih celic (109,
122). Poleg njihovega sinergijskega delovanja v zgodnjih fazah vnetja, IL-17 povratno
pozitivno vpliva na izlo¢anje TNF-a in IL-1B s strani makrofagov (103). Povisano ekspresijo
mRNK za IL-17 so zaznali tudi pri astmati¢nih konjih po izpostavitvi prasnemu senu (95, 123,
124). IL-17 vpliva na razvoj nevtrofilije v dihalih astmati¢nih konj, ki pa ni odzivno na
zdravljenje s kortikosteroidi (109). Verjetno zaviralno vpliva tudi na proces apoptoze
nevtrofilnih granulocitov in tako pomembno vpliva na obstojnost nevtrofilije v dihalih
astmati¢nih konj (109). Zaradi pomembnosti IL-17 v patogenezi vnetja, bi terapija, ki bi omejila
njegovo izrazanje, koristila pacientom z astmo v humani in veterinarski medicini.

Zarazvoj klini¢ne slike SEA je torej odgovoren pretiran in nenadzorovan imunski odziv. Celice
prirojenega imunskega sistema preko receptorjev za prepoznavanje vzorcev (Pattern
recognition receptors, PRR) prepoznajo razli¢ne antigenske molekule. Posledi¢no se v telesu
aktivira vec signalnih poti in transkripcijskih dejavnikov, ki nadalje spodbujajo izrazanje genov
(125). Eden izmed glavnih transkripcijskih dejavnikov v ve€ini zivalskih celic je NF-xB (126),
ki vpliva na Stevilne stresne, vnetne in prirojene imunske odzive, vpliva pa tudi na celicno
zorenje in prezivetje (127). Pri sesalcih sestavlja mrezo NF-xB beljakovin pet monomerov
(p65/RelA, RelB, cRel, p50 in p52), ki tvorijo razlicne homodimere in heterodimere, ki se v
jedru razli¢no vezejo na DNK in posledi¢no aktivirajo specificen nabor genov (127, 128). V
citoplazmi nestimuliranih celic se nanje tesno vezejo inhibitorni proteini-kB (IkB) in jih
zadrzijo v neaktivnem stanju. Pri sesalcih obstajajo trije glavni IkB proteini (IkB-a, B in €).
Signali, ki stimulirajo spros¢anje NF-kB molekul, to storijo tako, da sprozijo signalno pot, ki

vodi do fosforilacije, ubikvitilacije in posledi¢ne razgradnje kB proteinov (127, 129). Signalno
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pot NF-«xB v zivalskih celicah aktivirajo razli¢ni receptorji na celi¢ni povrSini (128). V dihalih

so predstavniki takih receptorjev toli¢ni receptorji (Toll like recepors, TLR). TLR so druzina
transmembranskih receptorjev, ki prepoznavajo molekularne vzorce in kot odgovor nanje
sprozajo signalne kaskade, ki vodijo do aktivacije transkripcijskih dejavnikov, tudi NF-xB
(128, 130-132). Za prepoznavanje endotoksinov (zlasti LPS), ki so glavni posredniki vnetnega
plju¢nega odziva na organski prah (53), je bistven TLR-4 (133, 134). V dihalih ga izraza vec
tipov celic, vklju¢no s plju¢nimi epitelijskimi celicami (108, 135), alveolarnimi makrofagi
(136), endotelijskimi celicami (137, 138) in ASM (139). Ko se omenjeni receptorji ob
antigenskem drazljaju aktivirajo, sprozijo vecproteinsko kaskado ubikvitilacije in fosforilacije,
kar sprosti NF-«kB iz inhibitornega beljakovinskega kompleksa. NF-kB nato preide v jedro in
sprozi transkripcijo velikega Stevila genov (127, 129). Med geni, ki jih aktivira spro$¢eni NF-
kB, je tudi gen, ki kodira IxkB-a. Ta aktivacija vodi do pove€ane sinteze proteina IxkB-a, ki se
veze na NF-kB in ga inaktivira, kar ustvarja regulatorno negativno povratno zanko (127). Eden
izmed inhibitorjev NF-xB je tudi protein A20; njegovo izrazanje sprozijo razli¢ni stimulusi,
med drugim tudi TNFa in IL-1B. A20 deluje kot negativni regulator TLR-posredovanega
vnetnega odgovora v dihalih in na ta nacin varuje gostitelja pred Skodljivim prekomernim
odgovorom na antigen (140). Pri konjih s SEA so vrednosti NF-kB v BALf-u mo¢no povisane,
njegova koncentracija pa je povezana s stopnjo pljucne disfunkcije (64). Aktivnost NF-xB v
bronhialnem prostoru je povezana tudi z delezem nevtrofilnih granulocitov in njihovim
procesom apoptoze (4, 64, 141). V jedrih nevtrofilnih granulocitov se namre¢ nahaja protein
IxB-B (katerega ekspresija, za razliko od IkB-a, ni regulirana s strani NF-«kB), ki velja za
najpomembne;jsi NF-xB inhibitor pri konjih. Pri astmati¢nih konjih so vrednosti IxB-f nizje v
primerjavi z nedovzetnimi konji, kar je najverjetneje mehanizem, ki preprecuje deaktivacjio
NF-kB. Zakasnela apoptoza nevtrofilnih granulocitov pri konjih s SEA pa ima, kot ze
omenjeno, eno glavnih vlog pri vzdrzevanju vnetja (4, 142). Dodatno aktivirani nevtrofilni
granulociti izlo¢ajo velike koli¢ine IL-1p in TNFa, ki aktivirata NF-kB, le-ta pa nadalje inducira
izrazanje obeh in na ta naCin ustvarja povratno zanko (4). Inhibitorni uc¢inek proteina A20 je pri
tem nezadosten (134).

NF-kB p50/p65 je najbolj pogost heterodimer v procesu vnetja. Vendar so NF-kB kompleksi v
bronhoalveolarnem tkivu pri konjih s SEA v vecini p65-homodimeri (4, 64, 85), kar morda
razlaga odsotnost poviSane ravni eozinofilnih granulocitov v BALf pri SEA. Izguba p50 lokusa

pri knockout misih namre¢ zmanjSuje eozinofilni vnetni odgovor v dihalih (143). Ravno NF-
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kB-p65 podenota je z vezavo na DNK sposobna inducirati mo¢no transkripcijsko aktivacijo

provnetnih genov, kot je na primer IL-8 (129, 144). Ker p65 homodimere inducirajo IL-8 (ki je
najbolj potenten kemoatraktant za nevtrofilne granulocite), ne pa tudi drugih kemoatraktantov,
bi prisotnost teh dolo¢enih NF-kB kompleksov v pljucih konj lahko morda razlozilo, zakaj je
fenotip vnetja pri SEA nevtrofilne narave (4). Povisana TLR4-signalizacija v kombinaciji s
povecano aktivnostjo NF-kB in nezadostnim regulatornim odgovorom A20 torej bistveno
vplivajo na razvoj vnetja pri SEA dovzetnih konjih (60, 134). Poleg proizvodnje vnetnih
mediatorjev pa stimulacija TLR-4 in NF-kB privede tudi do poviSanega izrazanja mucina

MUCSAC in hipersekrecije sluzi v dihalih (95).

2.1.2.2 Preobcutljivostni odziv in obstrukcija dihalnih poti

Obstrukcija dihalnih poti je patognomonicna za SEA. Izraz se nanasSa na anatomsko zoZitev ali
zaporo dihalnih poti, kar ima za posledico zmanjsan pretok zraka. Obstrukcijo dihal pri SEA
povzrocata predvsem izrazita bronhokonstrikcija (bronhospazem) in nabiranje vecjih koli¢in
viskozne sluzi, vzrok zanju pa je preobcutljivostni odgovor dihal (AHR) na vdihane snovi (4,
145). V grobem obstajata dve komponenti AHR. Prva je spremenljiva ali epizodna AHR,
dodatno pa se razvije Se razmeroma trajna (konstantna) AHR (146). Spremenljiva komponenta
AHR je povezana s trenutno izpostavljenostjo antigenom in posledi¢nim akutnim vnetnim
odzivom ter razvojem klini¢ne slike (147). Nasprotno pa je konstantna AHR posledica
strukturnih in regulatornih sprememb v dihalnih poteh in odraza trajno prisotnost vnetja (71,
146), kar pomeni, da je AHR prisotna tudi pri konjih, ki v mirovanju ali pri zmerni obremenitvi
(izpust, pasa) ne kaZejo o€itnih klini¢nih znakov.

Izpostavljenost dihalnih poti specificnim draZljajem (npr. poviSana koncentracija prahu v
okolju, poviSana koncentracija amonijaka v okolju, ter temperaturne in/ali tlatne spremembe v
okolju) lahko pri SEA konjih sprozi nastanek in prenos senzori¢nih Zivénih signalov v aferentni
parasimpati¢ni avtonomni zivéni sistem in kréenje ASM. Kréenje ASM vodi do difuzne
obstrukcije dihalnih poti in posledi¢nega razvoja znacilnih klini¢nih znakov oteZenega dihanja
(148). Bronhokonstrikcija in pljucna funkcija se izrazito izboljSata Ze v nekaj minutah po
aplikaciji bronhodilatatornih zdravil, kar potrjuje, da je pljucna funkcija pri SEA mocno
povezana s patologijo ASM (4). Poleg bronhokonstrikcijskega ucinka imajo ASM tudi

imunomodulatorni vpliv. Proizvajajo in reagirajo lahko na Stevilne mediatorje vnetja, kar vodi
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do migracije in proliferacije celic, proizvodnje beljakovin zunajcelicnega matriksa

(Extracellular matrix, ECM) in spremenjene odzivnosti tkiva (4, 5, 8).

Tudi kopicenje sluzi je znacilen, a nespecificen odziv razli¢nih oblik vnetja dihalnih poti (51).
Nabiranje velikih koli¢in goste in lepljive sluzi v dihalnih poteh je dosledna najdba pri
astmati¢nih konjih (4—6, 34, 53), pojavlja pa se v soodvisnosti z nevtrofilnim vnetjem in kasljem
(71, 149, 150). Razlog je lahko povecano izlo¢anje sluzi ali pa povecano Stevilo vrcastih celic
(ki pri konjih domnevno izlo¢ijo vecino mucina (4, 65, 151)). Poleg poveCanega oziroma
pospesenega nastajanja sluzi je vzrok za nabiranje sluzi v dihalih tudi zmanjSan ocistek sluzi,
ki je lahko posledica sprememb mukociliarnega aparata ali fizikalnih lastnosti sluzi (4, 151).
Gerber in sod. (2000, 2004) so opisali spremembe reoloskih lastnosti sluzi, ki so sovpadale s
klini¢énim poslabsanjem SEA (150, 152). Kvantitativne in kvalitativne spremembe v kemic¢ni
zgradbi sluzi so izrazene v stranskih verigah ogljikovih hidratov mucinov dihalnih poti (153).
To je lahko posledica sprememb izrazanja dolo¢enih genov za mucin (5), na kar pri astmati¢nih
konjih vplivajo pro-vnetni citokini (TNFa) (63, 114, 154, 155). Vpliv na reoloske lastnosti sluzi
imata tudi sama hidracija sluzi in prisotnost vnetnih celic (nevtrofilnih granulocitov) (4).
Podatki o u¢inkovitosti mukociliarnega o€istka pri konjih s SEA so si nasprotujoci (4). Izguba
ciliranih celic in/ali spremenjena ciliarna struktura sta bili ugotovljeni samo pri omejenem
Stevilu konj s SEA (156, 157). Odpoved mukociliarne funkcije pa verjetno povzroci pove€ana
viskoznost sluzi v dihalnih poteh (153). Pri hudih oblikah astme lahko sluz, ki se akumulira v
vecjih jezercih znotraj meSickov, celo mineralizira. Taki bronhialni in alveolarni ¢epki so
pogosti pri napredovani obliki bolezni in najverjetneje prispevajo k ireverzibilnemu in

progresivnemu slabsanju respiratorne funkcije (4, 65, 71, 156, 158—160).

2.1.2.3 Preoblikovanje tkiva dihal

Izraz "preoblikovanje" ali remodelacija opredeljuje patoloske dogodke, ki privedejo do
strukturnih in arhitekturnih sprememb tkiva (34). Te spremembe povzrocijo delno ali
nepovratno obstrukcijo dihalnih poti, AHR in pospeSen upad plju¢ne funkcije (71). Histolosko
se preoblikovanje dihalnih poti izraza s hiperplazijo epitelijskih in vr¢astih celic, povisano maso
ASM ter spremembo v nalaganju kolagenskih in elasticnih vlaken (5, 161). Pri SEA so te
spremembe sicer generalizirane v vseh predelih spodnjih dihalnih poti, najbolj pa so ocitne v

spodnjih dihalnih poteh s premerom manj$im od 2 mm (162).
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Spremembe na nivoju ASM se smatrajo kot najbolj patognomonicne. Astmati¢ni konji imajo

50 % (163) do celo 300 % (164, 165) povecano volumensko gostoto oziroma povr§ino ASM v
spodnjih dihalih v primerjavi z zdravimi konji. K temu verjetno prispevata tako hiperplazija kot
hipertrofija ASM (162).

Pljucno funkcijo poslabsa tudi izguba elasti¢nosti plju¢. Ustrezno prehodnost majhnih dihalnih
poti namre¢ zagotavlja njihova povezava s pljuCnim parenhimom preko elastiénih in
kolagenskih vlaken (34). Spremenjena struktura, polozaj in funkcionalnost teh vlaken
preprecuje, da bi najmanjSe dihalne poti ostale odprte (34, 166). Strukturne spremembe pridejo
do izraza predvsem med izdihom, ko se premer dihalnih poti zozi (34). Z obc¢utno oslabljenim
izdihom ostane del zraka, ki doseze mesicke, ujet (34). To vodi do pojava dihanja s povecano
funkcionalno rezidualno kapaciteto pljuc, kar vodi v prenapihnjenost (hiperinflacijo) pljuc in
povecanega pljucnega polja (34). S to patologijo so povezana predvsem kolagenska vlakna tipa
I in III. Kolagen tipa III je povezan z raztegljivostjo tkiva, medtem ko je kolagen tipa I glavni
matri¢ni element, ki se nateznim silam upira in s tem vzdrzuje integriteto tkiva (162). Koli¢ina
obeh tipov kolagena je v distalnih dihalnih poteh astmati¢nih konj mo¢no povecana (167, 168).
Obdobje remisije in zdravljenje s kortikosteroidi lahko zavre in delno zmanjSa patolosko
kopicenje kolagena (7). Tudi koli€ina elasticnih vlaken v dihalnih poteh astmati¢nih konj je
povecana v primerjavi z zdravimi konji. Vendar preoblikovanje elasti¢nih vlaken ne sovpada z

izrazanjem klini¢ne slike SEA (168).

2.1.3 Klini¢ni znaki SEA

Karakteristicen klini¢ni znak pri SEA je povecan dihalni napor (dispneja), ki se pojavlja tudi v
mirovanju (34). V obdobju remisije se klini¢ni znaki po navadi delno ali popolnoma umirijo.
Kljub temu pa se dispneja zaradi preoblikovanja plju¢nega tkiva in konstantno prisotnega vnetja
(¢etudi umirjenega) skoraj vedno pojavi ob fizicnem naporu (5). Drugi klini¢ni znaki (povecana
frekvenca dihanja, dihanje z razSirjenimi nosnicami, kaselj in izcedek iz nosu) so bolj
nespecificne narave (5, 34). Kaselj je u¢inkovit mehanizem ciS¢enja mukoidnih izlockov iz
predela sapnika in velikih bronhijev, ne pomaga pa pri odstranjevanju sluzi iz bolj distalnih
predelov plju¢. Ob mocno napredovanih stanjih so pogosti napadi paroksizmalnega kaslja (5).
Spremenjen je tudi vzorec dihanja; vdih je po navadi hiter, medtem ko je izdih podaljSan in

poudarjen. Izdih je velikokrat dvofazen, saj pride najprej do upada prsnega koSa, nato pa na

vt w
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dinamiko dihanja opazimo hipertrofijo poSevnih trebusnih misic, ki jo v klinicnem Zzargonu

imenujemo 'nadusna linija' (2, 5). Opazimo lahko tudi premikanje peri-analnega obmocja, ki je
sinhrono z dihanjem in je posledica intenzivnega napora ob dihanju (5). Avskultacija prsnega
kosa lahko razkrije pojacane dihalne tone obojestransko, razSirjeno obmocje avskultacije zaradi
zastajanja zraka v distalnih predelih in nenormalne oziroma patoloske zvoke (hropce in zvizge)
(5, 34). Patoloski toni so posledica nabiranja sluzi v dihalnih poteh in njihove zozitve. Vi§ji
intraplevralni tlak, potreben za premikanje zraka skozi zoZeno dihalno pot, poveca hitrost zraka
in turbulenco, ki jih zaznamo kot pojacane dihalne tone (2). Spremembe povezane s
hemogramom, serumsko biokemijo in presnovnimi parametri v krvi so zelo nespecificne in
nediagnosti¢ne za SEA (5, 6).

Kljub otezenemu dihanju konji ohranijo apetit, ostanejo zivahni in odzivni; v primeru, da ni
prisotne sekundarne infekcije, so afebrilni (5). Hudi kroni¢ni primeri lahko shujSajo, kar je
najveCkrat posledica povecane porabe energije za dihanje (5). Lahko pa pride do razvoja
sekundarnih pljucnic, saj so konji s SEA bolj dovzetni za bakterijske in virusne okuzbe. Akutno
poslabSanje SEA oziroma dlje trajajo¢ pove€an napor ob dihanju je povezan tudi s povecanim
tlakom v pljucni arteriji in obremenitvijo desnega srca (34, 169). Med klini¢no remisijo se krvni
tlak sicer normalizira, na srcu pa kljub temu ostanejo patoloSke spremembe v obliki odebelitve
stene desnega prekata (169), kar privede do cor pulmonale. Slednji je tudi najpogostejsi vzrok
pogina (170), ¢e konj ni prej evtanaziran zaradi humanih razlogov. Evtanazija je pravzaprav
najpogostejSa oblika smrti konj s SEA, saj veterinarski stroski in prilagoditve pri oskrbi konja

za lastnike niso vec finan¢no vzdrzni (5, 34, 41).

2.1.4 Diagnostika bolezni
Na SEA po navadi posumimo na podlagi zgodovine in klini¢ne slike. Dokon¢no diagnozo
postavimo z meritvami plju¢nih funkcij, endoskopskim pregledom dihal in citolosko analizo

odvzetega BALf-a.

2.1.4.1 Merjenje pljucnih funkcij

S testiranjem pljucnih funkcij ocenjujemo sile in upore v pljucih, ki se pojavijo ob aktu vdiha
in izdiha. Pri tem se najveckrat posluZujemo merjenja sprememb v transpulmunarnem ali
(intra)plevralnem pritisku, dinami¢ne (elastiéne) popustljivosti plju¢ (Cayn), upornosti pljuc

(Rv) in intenzivnosti dela, ki je potreben za premik prsne/trebusne stene. Pri SEA so delo,
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najvecje spremembe v intraplevralnem pritisku (APplmax) in Rr po navadi poviSani, zmanj$ana

pa je Cayn (4). Cayn in Ry sta pri konjih relativno slabo obcutljivi diagnosti¢ni metodi, ker se
spremenita Sele pri napredovanem obolenju (4). Zaradi tega se najpogosteje posluzujemo
tlakom vdiha in najvecjim tlakom izdiha. Pri konjih s kroni¢nim obolenjem dihal je APplmax
povecan (171-173). Za merjenje intraplevralnega tlaka se lahko uporabi direktna oz.
neposredna metoda ali intraplevralna ezofagealna oz. posredna metoda. Metodi sta medsebojno
dobro primerljivi (172, 174), vendar je neposredna metoda bolj invazivna. Med plevralna lista
vstavimo kateter in direktno merimo razliko med tlaki na manometru (173). Pri posredni metodi
v poziralnik do nivoja prsnega kosa vstavimo daljsi kateter, ki ima na svojem koncu fiksirano
tla¢no komorico (baloncek). Na ta nacin se za oceno plevralnega tlaka uporablja torakalni tlak
v poziralniku (175-178). Ker je slednja metoda manj invazivna in njena izvedba enostavnejsa,
se je posluzuje vecina klinikov in raziskovalcev. Slabosti te metode so intrinzi¢ni ton
poziralnika in da na rezultate meritev lahko vplivajo tudi akcija srca, akt poziranja, kaselj,
postavitev tlatne komorice oziroma dolZzina vstavitve katetra (174, 179). Kljub temu, da
posredna metoda merjenja intraplevralnega pritiska ne zagotavlja najve¢je natancnosti, Se
vedno predstavlja zanesljivo diagnosti¢no orodje za SEA in ostala obstruktivna obolenja pljuc
(172).

Objavljen je Sirok razpon normalnih vrednosti meritev plju¢nih funkcij pri konjih, kar oteZuje
interpretacijo rezultatov individualnih testov. Poleg realnih razlik med posamezniki lahko na
rezultate vpliva cirkadiana in/ali sezonska variabilnost (4, 173, 180, 181) ter razlike v
metodologiji (postavitev konca ezofagealnega balona, volumna mrtvega prostora v ceveh,
uporaba sedativov) (4, 182). Povprecne vrednosti APplmax za konje z zdravimi dihali, ki so jih
na podlagi svoje raziskave dolo¢ili Deegen in sodelavci (1987), so 2,8 +/- 0,6 cmH20 (172).
Pri konjih, obolelih za SEA, poro¢ajo o mo¢no povisanih vrednostih APplmax, rezultati meritev
pa so odvisni tudi od same stopnje bolezni (171, 172, 183—-187). Pri diagnostiki SEA je
pomembno tudi ugotavljanje reverzibilnosti obstrukcije dihal, ki jo dosezemo z aplikacijo

bronhodilatornih sredstev med izvajanjem meritev (34).
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2.1.4.2 Endoskopski pregled dihal

Endoskopija zgornjih in spodnjih dihal omogoc¢a vizualizacijo in ocenjevanje stopnje vnetja
sluznice, koli¢ine in vrste izloCkov v dihalnih poteh ter stopnje bronhokonstrikcije (4, 188).
Endoskopijo dihalnega sistema izvajamo na stojeci, sedirani zivali.

Endoskopija dihalnih poti pri konjih, obolelih za SEA, razkrije variabilno koli¢ino viskozne
sluzi ze v sapniku (71, 149, 150, 189, 190). Bifurkacija sapnika je pogosto odebeljena
(edematozna) in sluznica dihalnih poti je hiperemicna ter razdrazljiva (5, 191). Konji zato ob
dotiku endoskopa z dihalno sluznico pogosto zakasljajo. Ob tem lahko pride do dinami¢nega
kolapsa intratorakalnih dihalnih poti (192). V izogib temu je pred zaletkom endoskopije
priporocljiva aplikacija bronhodilatatorja, ki omogoca varnejse in natan¢nejSe vzorcenje (193,
194). Med endoskopijo lahko opazimo celo razsirjene in/ali deformirane stene bronhijev, kar je
najveckrat posledica bronhiektazije (omejene in trajne razsiritve vecjih dihalnih poti), ki se

lahko pojavi pri hudih in dolgotrajnih primerih SEA (195).

2.1.4.3 Pridobivanje in analiza bronhoalveolarnega izpirka

Bronhoalveolarna lavaza (Bronchoalveolar lavage, BAL) je postopek, s katerim pridobimo
vzorec izlockov, ki prekrivajo povrSino dihalnih poti in meSi¢kov. Sam postopek je varen,
ponovljiv in primerno ob¢utljiv za odkrivanje vnetja na celiénem nivoju (4).

Na splosno velja, da je reprezentativen Ze en sam vzorec izpirka pridobljen iz kateregakoli
segmenta pljuc (4, 5, 196-199). Apliciramo lahko 250-500 mL sterilne izotoni¢ne tekocine
(fizioloSke raztopine ali fosfatno-puferirane fizioloske raztopine (Phosphate-buffered saline,
PBS)) pogrete na telesno temperaturo (37 °C) (198, 200). Tekoc¢ino po aplikaciji takoj re-
aspiriramo. Po navadi na tak nacin pridobimo 40—60 % aplicirane tekocine. Pri konjih z mo¢no
izrazenimi klini¢nimi simptomi SEA je lahko izpirka zaradi razdraZenosti in intenzivnega
kasljanja ter dinami¢nega kolapsa dihalnih poti med postopkom tudi manj (4, 194, 201).
Najbolj kvaliteten vzorec pridobimo pri sediranih konjih in primerno zagozdenem endoskopu
(198). Sama izbira tehnike in predhodna fizicna aktivnost konja na rezultate BAL-citoloske
analize nimata vpliva (198,202). Za sedacijo se po navadi uporabi intravenska aplikacija a2-
agonista v kombinaciji s sinteti¢nim opioidnim analgetikom butorfanolom (198). Slednji ima
poleg sedativnih in analgeti¢nih u¢inkov v dolo€enih odmerkih (0,02 mg/kg telesne teze (TT)
IV (203)) tudi antitusi¢en u¢inek in pomembno zmanjsa refleks kasSljanja med postopkom (204).

Pri postopku pridobivanja BALf so zapleti redki (198).
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Diagnosti¢no pomemben je ze makroskopski pregled pridobljenega izpirka, ki zajema barvo,

motnost in prisotnost sluznih kosmicev ali drugih struktur (4, 198). BALf, pridobljen pri
zdravem konju, je brezbarven in blago moten. Povecana motnost je po navadi povezana z vecjo
vsebnostjo celic (198, 205). Vzorec nadalje centrifugiramo na nizjih obratih, iz sedimenta
pripravimo razmaze, ki jih posuSimo in obarvamo z Diff-Quick (modificiran Romanowski),
Giemsa ali Leishmanovim barvilom (198). Za diferencialno citolosko analizo prestejemo vsaj
400 do 500 celic (198, 205, 206). Na rezultate citoloSke analize lahko vplivajo koli¢ina
aplicirane tekocCine, mesto vzorcenja, postopek re-aspiracije, reakcija zivali na poseg, dolocCitev
vzorcenega alikvota, priprava in rokovanje z vzorcem in/ali izbrana metoda Stetja celic. Glede
na konsenz strokovnjakov iz leta 2016 so BALf referen¢ne vrednosti sledece (6, 205):
1) pri uporabi 250 ml aplicirane tekoc¢ine se za normalne vrednosti smatra manj kot 530
celic/puL skupnega Stevila celic z jedrom, od tega < 5 % nevtrofilnih granolocitov, < 1
% eozinofilnih granulocitov in < 2 % metakromatsko obarvanih celic, ter 50 — 70 %
makrofagov in 30-50 % limfocitov. Epitelijske in vréaste celice so redke (6, 198);
2) Priuporabi 500 mL aplicirane tekocine je potrebna prilagoditev referencnih vrednosti
BALT, ker podvojitev volumna aplicirane tekoc¢ine na dolocen predel dihal povzroci
nizje skupno Stevilo celic in deleza posamezne oblike celic (6).
Diagnosti¢no vrednost citoloske analize izpirka dolo¢imo tudi na podlagi posameznega primera
ob upostevanju zgodovine bolezni, klini¢ne slike, okrnjenosti plju¢ne funkcije in ugotovitev,
pridobljenih z endoskopijo dihal (6, 199, 207, 208). Pri konjih, obolelih za SEA, je znacilen
mocno povisan delez nevtrofilnih granulocitov (> 25 %). Delez limfocitov in alveolarnih
makrofagov se na raCun povisanih vrednosti nevtrofilnih granulocitov zmanjsa (4, 6, 209, 210).
Pri hudo prizadetih Zivalih lahko nevtrofilni granulociti predstavljajo celo vec kot polovico vseh

celic.

2.1.4.4 PatomorfoloSke spremembe pri SEA

Zaradi znacilnega poteka bolezni in zastajanja zraka so pljua pri konjih s SEA ob
patomorfoloskem pregledu po navadi svetloroznata, mehka oziroma puhasta. Dajejo obcutek
prenapihnjenosti, a ob tem najveckrat ne zaznamo emfizematoznih sprememb, saj so stene
mesSickov intaktne. Prenapihnjenost plju¢ je posledica ujetja zraka zaradi izrazite
bronhokonstrikcije in povecane koli¢ine viskozne sluzi (2, 4, 211-213). Histopatoloske

spremembe so omejene predvsem na vnetja bronhiolov, ki se izrazajo z infiltracijo vnetnih
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celic, predvsem limfocitov v peribronhialnem tkivu, in z invazijo lumna z nevtrofilnimi

granulociti in sluzjo. Eozinofilne granulocite redko opazimo (2). Pri patoloski preiskavi v
veliko primerih ugotovimo tudi hipertrofijo zunanjih poSevnih trebusnih miSic in desnega

ventrikla srca (169).

2.1.5 Obravnava in zdravljenje astmati¢nih konj

2.1.5.1 Prilagoditev bivalnega okolja

ZmanjSanje izpostavljenosti konja prahu je kljuénega pomena za uspeSno dolgorocno
odpravljanje dispneje (4-6). Pri SEA se remisija klinicnih znakov in vnetja dihalnih poti
najhitreje doseze s premikom konj na prosto (5). Kadar to ni mogoce, je potrebno omejiti
izpostavljenost hlevskemu prahu s spreminjanjem reZima krmljenja in nastiljanja ter z
optimizacijo prezracevanja (5, 6, 214, 215). Pomembno je, da se spremembe v oskrbi konja
uveljavijo v celotnem hlevu in pri vseh konjih, ki delijo zra¢ni prostor (216). Pri konjih, obolelih
za EPA, pa je bistven umik konj iz pasnika oziroma obmocja, kjer so se razvili klini¢ni znaki,
in jih prestaviti v zaprt prostor, kjer prav tako nadziramo prasnost v okolici (5).

Pri opisanih ukrepih moramo biti zelo dosledni. Ze zgolj enkratna izpostavitev konj suhemu in
praSnemu senu navzlic temu, da so konstantno na prostem, lahko privede do vnetnega odziva
dihalnih poti (5, 79). Ob primerni prilagoditvi okolja vnetje dihalnih poti in posledi¢ni klini¢ni
znaki po navadi izzvenijo. Odprava klini¢nih znakov astme s strogimi spremembami v okolju
se najveckrat za¢ne nekaj dni po ustrezni prilagoditvi okolja, lahko pa traja tudi do nekaj tednov
(187). Kljub vsem ustreznim prilagoditvam je pri nekaterih konjih lahko ohranjena manjSa

stopnja vnetja dihal in abnormalna funkcija pljuc (5, 217-219).

2.1.5.2 Medikamentozno zdravljenje

Kadar ustreznih ukrepov za zmanjSanje prahu v konjski okolici ni mogoce v celoti izvajati,
kadar le-to ni zadovoljivo ali kadar je potrebno urgentno lajSanje dispneje, se je za zdravljenje
SEA potrebno posluziti ustreznih zdravil (5, 13, 220).

Najucinkovitejsa protivnetna zdravila, ki so trenutno na voljo za lajSanje klini¢nih znakov SEA,
so kortikosteroidi. Delovanje dihal izbolj$ajo z zaviranjem uc¢inkov vnetnih celic in njihovih
mediatorjev ter posledicnim zmanjSanjem kréenja ASM, potenciranjem bronhodilatatornih
ucinkov kateholaminov in zmanjSanjem proizvodnje sluzi (5). Vsa zdravila iz te druZine imajo

enak mehanizem delovanja: veZejo se na celi¢ne glukokortikoidne receptorje, ki so v velikih
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koli¢inah prisotni na povrSini bronhialnih celic. Ta vezava aktivira zapleteno znotrajceli¢no

kaskado dogodkov, ki vodijo do inhibicije aktivacije citoplazemskega NF-kB oziroma
njegovega prehoda v jedro celice (129, 221-223). Kortikosteroidi so trenutno najucinkovitejse
zdravilo za lajSanje SEA, vendar je lahko njihova aplikacija povezana z nezelenimi sistemskimi
in lokalnimi uéinki (2, 5). Stevilni kliniki se zaradi tega raje posluzujejo inhalacijske terapije s
kortikosteroidi. Le-ta je ucinkovita predvsem zaradi velikega Stevila glukokortikoidnih
receptorjev v dihalih, in tako zagotavlja najvec¢jo koncentracijo zdravila na efektorskih mestih.
Vendar lahko tudi inhalacijski kortikosteroidi negativno vplivajo na delovanje nadledvi¢ne
zleze (4, 6). Poleg tega vsi konji inhalacijske terapije ne prenasajo dobro in se ji upirajo. Pri
kortikosteroidni terapiji se sprva posluzujemo visokih odmerkov, ko pa se klini¢ni znaki
umirijo, se odmerki empiri¢éno zmanjSujejo, dokler ni dosezen ucinkovit vzdrzevalni odmerek
ali zdravljenje v primeru zadovoljive remisije lahko prekinemo (5). Kljub zdravljenju vnetje
dihal pogosto vztraja, klini¢na slika pa se, Se posebej v primerih, ko se hkrati ne izvaja strog
rezim nadzorovanja okolja, po prenchanju uporabe zdravil poslabsa (5, 6).

Za zdravljenje SEA so ucinkoviti Stevilni kortikosteroidi (5), med katerimi je najpogosteje
uporabljen sistemski kortikosteroid deksametazon (5). Medtem, ko lahko klini¢no izboljSanje
(v smislu olajSanega dihanja) opazimo Ze v nekaj urah po zacetni terapiji (224), je maksimalen
ucinek (v smislu izboljSanja plju¢ne funkcije) opazen Sele ¢ez nekaj dni ali celo tednov (4, 5).
Neustrezni (prenizki) odmerki sicer prehodno izboljSajo obstrukcijo dihalnih poti, vendar
nimajo zadostnega vpliva na zmanjSanje samega vnetja v dihalih (225-227). Poleg
deksametazona se za sistemsko zdravljenje SEA uporablja tudi prednizolon (13, 217),
prednizon (227-229), izoflupredon acetat (230) in triamcinolon acetonid (5, 231). Predvsem
slednji je med kliniki priljubljen zaradi enkratnega odmerjanja in dolgoro¢nega ucinka, ki traja
do $tiri tedne po aplikaciji. Vendar za rutinsko zdravljenje konj ni priporocljiv zaradi izrazite
supresije nadledvicne Zleze, ki traja Se nekaj tednov po administraciji (4, 5, 231).

Ker kortikosteroidi ne omogocajo takojSnjega olajSanja obstrukcije dihalnih poti, se za
reSevanje respiratorne stiske konja uporabljajo bronhodilatatorji (4—6). Za razliko od
kortikosteroidov je njihovo delovanje hitro, vendar kratkotrajno (5). Med akutno obstrukcijo
dihalnih poti bronhodilatatorji zmanjSajo pljucni upor in APplmax ter hkrati omogocajo hitrejse
odstranjevanje izlo¢kov iz dihal, ne vplivajo pa na vnetni proces. Nanje se hitro razvije
toleranca (5). Ob dajanju bronhodilatatorjev je nujno potrebno zagotoviti zmanjSanje prahu v

dihalni okolici konja in po potrebi zdraviti pacienta tudi s kortikosteroidi. Vnetje spodnjih
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dihalnih poti se po uporabi bronhodilatatorjev lahko celo poslabsa zaradi povec¢ane obremenitve

distalnih dihalnih poti z antigeni (5, 6). Samostojna dolgoro¢na uporaba bronhodilatatorjev v
nespremenjenem okolju je tako celo kontraindicirana (2). Pri ¢loveski astmi je bila uporaba 2-
agonisticnih bronhodilatatorjev celo povezana s povecano smrtnostjo (2, 232).

Zaradi njihovih potencialno hudih nezelenih u¢inkov antiholinergi¢nih zdravil obic¢ajno ne
dajemo ob rutinskem zdravljenju konjske astme (5). Atropin, ki je kompetitivni antagonist
muskarinskih receptorjev, po intravenskem vnosu zagotavlja hitro in ucinkovito
bronhodilatacijo (sicer krajSo od dveh ur), a je povezan s tahikardijo, midriazo, povecano
viskoznostjo dihalnih izloc¢kov, ileusom in posledi¢no koliko (233). Tudi po inhalacijski
administraciji atropina so bili zabelezeni podobni nezeleni stranski ucinki (234). Za
inhalacijsko terapijo je varno zdravilo ipratropijev bromid, strukturni analog atropina, ki za¢ne
delovati priblizno 15-30 minut po administraciji, bronhodilatacija pa traja Stiri do Sest ur (5,
235, 236).

Ceprav lahko uporaba mukokinetiénih zdravil pomaga zmanjsati koli¢ino izlo¢kov v velikih
dihalnih poteh, so dokazi o njihovi u€inkovitosti pri izboljSanju klini¢nih znakov SEA slabi (5,
6). Antitusicna sredstva za zdravljenje SEA niso indicirana, saj kaSelj omogoca eliminacijo
dihalnih izlockov (5).

Zaradi omejene terapevtske uspesnosti zdravil, ki se trenutno uporabljajo za lajSanje simptomov
SEA, se lastniki odloc¢ajo tudi za zdravljenje z alternativnimi metodami (akupunktura, razna
zeliS¢a). Ucinkovitost in varnost aplikacije alternativnih metod in zdravil nista natan¢no
raziskani (5). Uporaba hiposenzibilizacije ali imunoterapije za zdravljenje SEA se je uveljavila
zaradi komercialne razpoloZljivosti in vitro serumskih antigenih testov. Njihova ucinkovitost

prav tako nima nedvoumne znanstvene podlage (5).

2.1.5.3 Uspeh zdravljenja SEA s klasi¢no terapijo

Kljub temu, da pri vecini pravilno obravnavanih konj dosezemo izboljSanje plju¢ne funkcije, s
klasi¢nimi terapevtskimi pristopi, opisanimi v tem sklopu, ne dosezemo ozdravitve (1, 5).
Glavna pomanjkljivost je, da ne prepreijo in/ali zdravijo patoloskega preoblikovanja sten
dihalnih poti (4-10).

Potreba po novih terapevtskih moznostih je zato velika. Slednje se morda odpira z razvojem

podrocij regenerativne medicine.
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2.2 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE IN NJIHOVA UPORABA V REGENERATIVNI

MEDICINI

Regenerativna medicina je veja medicine, ki tezi k razvoju metod in postopkov za rast, obnovo
ali nadomescanje poskodovanih in obolelih celic, tkiv in kon¢no organov. Vejo regenerativne
medicine predstavlja tudi zdravljenje z mati¢nimi celicami (14). Bistvo zdravljenja z mati¢nimi
celicami je premagati nezmoznost regeneracije posSkodovanega tkiva po akutnem ali kronicnem
obolenju. V humani in veterinarski medicini se zdravljenje z mati¢nimi celicami uveljavlja kot

terapevtska moznost za Stevilne bolezni.

2.2.1 Tipi mati¢nih celic

Po definiciji so mati¢ne celice nediferencirane celice, sposobne samoobnavljanja in
diferenciacije v razli¢ne specializirane celice (237). Glede na vir pridobivanja jih razvr§s¢amo
na embrionalne (Embryonic stem cells, ESC), odrasle in inducirane pluripotentne maticne
celice (Induced pluripotent stem cells, IPSC) (238, 239). Glede na njihovo stopnjo razvoja in
zmoznost diferenciacije jih nadalje razvr§¢amo na pluripotentne in multipotentne celice (240).
O prvi izolaciji €loveskih ESC so porocali leta 1998 (241), sama uporaba v medicini pa je
naletela na Stevilne eti¢ne, moralne in kulturne zadrzke, saj je bilo njihovo pridobivanje
povezano s ¢loveskimi zarodki. Zato je bilo potrebno najti vir mati¢nih celic, ki ni bil vezan na
zarodke. Alternativo sta leta 2006 predstavila Takahashi in Yamanaka, ki sta odrasle misje
fibroblaste reprogramirala v pluripotentne mati¢ne celice z retrovirusno transdukcijo Stirih
genov (OCT4, c-Myc, SOX2 in KLF4), kar je omogocilo pretvorbo somatske celice iz koncno
diferenciranega stanja v embrionalno celico (239). Te celice so poimenovali IPSC in so po svoji
morfologiji, rastnih lastnostih in izraZanju oznalevalnih genov podobne ESC. Ceprav je
odkritje IPSC predstavljalo izjemen napredek v regenerativni medicini, lahko retrovirusne
transdukcije ustvarijo kromosomske spremembe, ki povecajo tveganje za tumoregenezo (239).
Bolj aplikativno alternativo ESC predstavljajo maticne celice, ki so naravno prisotne v odraslem
organizmu. Kostni mozeg in kri iz popkovine vsebujeta hematopoetske mati¢ne celice
(Hematopoietic stem cells, HSC) in ne-hematopoetske ali mezenhimske mati¢ne celice (MSC).
Slednje se nahajajo tudi v Stevilnih drugih tkivih. Te celice so multipotentne, ker se lahko
diferencirajo v razli¢ne tipe telesnih celic. HSC se lahko diferencirajo v razlicne celice

imunskega sistema, eritrocite in trombocite, MSC pa v celice kosti, hrustanca, ligamentov, tetiv,
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mascobe, koze, misic, nevroglije in vezivnega tkiva. MSC se v telesu aktivirajo kadar je to

potrebno za nadomestitev mrtvih, poSkodovanih ali obolelih celic (14).

V primerjavi z drugimi vrstami mati¢nih celic so MSC eticno bolj sprejemljive, njihovo
pridobivanje, izolacija in gojenje do visokega Stevila pa so relativno enostavni. Da bi preprecil
zmedo na podrocju raziskovanja mati¢nih celic odraslih, je Odbor za mezenhimske in tkivne
mati¢ne celice Mednarodnega drusStva za celi¢no terapijo (International Society for cellular
therapy, ISCT) predlagal niz standardov za doloc¢itev humanih MSC za laboratorijske
znanstvene raziskave in predklini¢ne Studije (242). Pri tem so izpostavili naslednje pogoje:

1. MSC so adherentne in se pritrdijo na podlago plasti¢nih posodic za gojenje tkivnih
kultur (kadar se vzdrzujejo v standardnih pogojih kulture),

2. 95 % populacije MSC mora izrazati specifiéne oznacevalce — diferenciacijske skupke
(Cluster of differentiation, CD) (CD105, CD73 in CD90) in ne smejo izrazati drugih
(CD45, CD34, CD14 ali CD11b, CD79a ali CD19 in HLA razreda II), in

3. MSC morajo biti sposobne diferenciacije v osteoblaste, adipocite in hondroblaste pod

standardnimi pogoji diferenciacije in vitro.

2.2.2 Vir MSC

2.2.2.1 Tkivni izvor MSC

Glede na vir imajo MSC lahko razli¢ne lastnosti, kar moramo upostevati pri izbiri optimalnega
postopka terapije z mati¢nimi celicami za sanacijo specifi¢ne bolezni. Najpogosteje uporabljena
vira za MSC sta kostni mozeg (Bone marrow derived mesenchymal stem cells, BM-MSC) in
mascobno tkivo (AD-MSC). Predvsem mascobno tkivo je Se posebej privlacen vir MSC zaradi
minimalno invazivnega postopka, potrebnega za pridobitev teh celic.

Ceprav imajo BM-MSC in AD-MSC podobno povriinsko imunofenotipizacijo in trilinijsko
diferenciacijo (243-245), obstajajo med njimi pomembne razlike v smislu proliferacijske in
diferenciacijske sposobnosti celic ter njihovih sekretornih profilov glede na tkivo izvora in celo
na zivalsko vrsto darovalca. Prednosti AD-MSC so enostavnejsi dostop do mascobnega tkiva,
vecje Stevilo celic na gram tkiva in vi§ja stopnja proliferacije celic kot pri BM-MSC (17, 243,
244, 246-249), slednje pa izrazajo ve€jo sekretorno proizvodnjo topnih dejavnikov in
eksosomov (248, 249). Pasje AD-MSC imajo v primerjavi z BM-MSC vec¢ji hondrogeni (244)
in osteogeni potencial (248), medtem ko sta pri konjih hondrogeni in osteogeni potencial bolj

izrazena pri BM-MSC (250, 251). Zdi se, da imajo konjske BM-MSC v primerjavi z AD-MSC
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tudi vi§jo migracijsko zmogljivost (252). Lastnosti AD-MSC so nadalje odvisne tudi od samega

anatomskega mesta resekcije. Visceralno mascobno tkivo zagotavlja vecje Stevilo MSC v
primerjavi s podkoznim mas¢obnim tkivom (253), iz visceralne mascobe pridobljene AD-MSC
pa imajo tudi boljsi proliferacijski potencial (254), dlje trajajoCo multipotentnost v celi¢ni
kulturi in bolj izrazen osteogeni potencial (255). Za AD-MSC velja, da bolj ucinkovito
inhibirajo imunski odziv in imajo nizjo imunogenost v primerjavi z BM-MSC (256).
Variabilnost v smislu pridobivanja in uporabe MSC povecujejo Se drugi dejavniki. Med splosne
sodijo zivalska vrsta, starost in zdravstveno stanje darovalcev. Med bolj specificne pa spada
namen njihove uporabe.

Trenutno nimamo dolo¢enih minimalnih meril za identifikacijo zivalskih MSC (242). Medtem
ko vse zivalske MSC adherentne in izraZajo diferenciacijski potencial, vse ne izraZajo iste
kombinacije povrSinskih antigenov, opisanih za ¢loveske MSC. Vecina ne-humanih MSC
izraza CD29 in CD44, izrazanje CD73, CD90 in CD105 pa se razlikuje glede na zivalsko vrsto
in izvorno tkivo celic (257-259). Pomanjkanje standardov za izolacijo, kultiviranje in
karakterizacijo Zivalskih MSC zato onemogoca dosledno primerjavo rezultatov med $tudijami,

raznolikost tkivnih virov pa povzroc¢a tezave pri dolocanju meril za natan¢no definiranje MSC.

2.2.2.2 Avtologni in alogeni vir MSC

Glede na odnos med darovalcem in prejemnikom lahko vir mati¢nih celic razvrstimo na
avtologen, alogen ali ksenogen. V kolikor prejemnik za terapijo prejme svoje lastne celice, jih
imenujemo avtologne maticne celice, alogene mati¢ne celice se zbirajo in aplicirajo pri
darovalcu in prejemniku iste vrste, medtem ko so ksenogene mati¢ne celice tiste, ki se presajajo
in uporabljajo med posamezniki razli¢nih vrst (260). Izolacija in namnoZitev avtolognih
mati¢nih celic je zamudna in povezana z dragim postopkom, medtem ko alogene celice
predstavljajo moznost takojSnjega dostopa. Poleg tega lahko na potencial avtolognih MSC
vpliva starost bolnikov (254, 261-264) in obstojeca klini¢na ali subklini¢na bolezen (265).
Glaven zadrzek pred terapijo z alogenimi mati€nimi celicami predstavlja moZnost, da
prejemnikove CD8+ T-celice prepoznajo povrSinske molekule MHC na alogenih MSC, kar
vodi v neposredno citotoksi¢nost ali produkcijo aloprotiteles (266). To je bilo opisano tudi pri
konjih (267-269), kar pa po do sedaj poznanih podatkih ni klinicno pomembno. Magri in sod.
(2019) niso zaznali kliniéno pomembnih razlik ob primerjavi ucinkov enkratnih in

ponavljajocih aplikacij alogenih celic za zdravljenje osteoartritisa pri konjih (270). Mozni so
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tudi lokalni neZeleni ucinki na mestu vnosa alogenih celic, kar je najverjetneje posledica

prejemnikovega imunskega prepoznavanja celic po ponovni izpostavitvi (268, 271, 272).

2.2.3 Terapevtsko u¢inkovanje MSC

Terapevtski uc¢inek MSC se je najprej pripisoval njihovi migraciji na predel poskodovanega
tkiva in zmoznosti diferenciacije v razli¢ne celi¢ne linije. Vendar, v obdobju enega tedna po
sistemski aplikaciji MSC se v telesu ohrani celo manj kot 1 % MSC (17, 273-276). V zadnjih
letih se zato bolj izpostavlja njihov imunoregulatoren ucinek, ki poteka s pomocjo parakrinega
signaliziranja in interakcije z lokalnimi celicami imunskega sistema. MSC zavirajo aktivacijo
in proliferacijo efektorskih T-celic, ki so odgovorne za poskodbe tkiva pri Stevilnih boleznih,
povecajo pa delez regulatornih T-celic (T-reg), ki zavirajo potek imunskih procesov in
preprecujejo avtoimunost (277, 278). MSC zavirajo nadaljnje poSkodbe tkiva in produkcijo pro-
vnetnih citokinov preko interakcije z makrofagi. To je delno dosezeno z zaviranjem proizvodnje
reaktivnih kisikovih zvrsti (Reactive oxygen species, ROS) (279) in povecanjem proizvodnje
IL-10 (280). Nadalje so zavrte kemotakti¢ne lastnosti B-celic, saj MSC zniZujejo izraZzanje B-
celicnih kemotakti¢nih receptorjev in ligandov (281, 282). Skupek imunomodulacijskih
ucinkov MSC torej vkljucuje njihovo parakrino delovanje, izlo€anje zunajceli¢nih veziklov
(Extracellular vesicles, ECV), imunomodulacijsko delovanje apoptoticnth MSC ali njihovih
delov (nekrobioloski ucinek) in mitohondrijski prenos membranskih veziklov in organelov

(283).

2.2.3.1 Parakrino delovanje MSC

Primaren mehanizem delovanja MSC je najverjetneje njihova parakrina signalizacija, kar ima
za posledico funkcionalne spremembe lokalnega imunskega odziva (284—-288). Parakrini u€inki
MSC se izrazajo s sekrecijo razlicnih bioaktivnih molekul, zajemajo¢ signalne peptide (IL-6,
IL-8 in zilni endotelni rastni dejavnik (Vascular endothelial growth factor, VEGF),
ekstracelularne matriksne proteine (kolagen in elastin) in druge ucinkovalce (17, 289). Med
pomembnejse u€inkovalce parakrinega delovanja MSC spadajo transformirajoci rastni dejavnik
(Transforming growth factor, TGF) B, indolamin-2,3-dioksigenaza (IDO), prostaglandin E>
(PGE>), IL-10 in TNF-stimulirajoc¢i gen-6 (TSG-6).

TGF-B so skupina edinstvenih ve¢namenskih rastnih dejavnikov, ki vplivajo tudi na migracijo

in naseljevanje (homing) MSC (290, 291), ter na njihovo proliferacijo in diferenciacijo. TGF-
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B sprozijo tudi preklop makrofagov iz vnetnih (M1) v proti-vnetne ali regulativne (M2) fenotip

in tako pomembno sodeluje pri indukciji T-reg (292-296).

Presnovni encim IDO je topen dejavnik, ki ga izloajo MSC v vnetnem okolju (286). IDO
katalizira reakcije, ki vodijo do inhibicije proliferacije T-celic in indukcije nastanka T-reg
(297), inhibicije B-celic (298) in naravnih celic ubijalk (Natural killer (NK) cells) (284), in je
povezan z vzdrzevanjem M2 fenotipa makrofagov (299).

PGE, glavni prostaglandin, modulira proizvodnjo kemokinov, zavira privabljanje vnetnih celic
in poveca diferenciacijo regulacijskih celic (300). Je klju¢ni mediator pri inhibiciji NK-celic
(284) in ima vlogo pri polarizaciji makrofagov v smeri fenotipa M2 (301). Njegova vloga je
IL-10 je proti-vnetni citokin, ki omejuje odzivnost imunskih odgovorov tipa Thl in Th2 in
pomozne funkcije makrofagov ter dendriti¢nih celic (303). Zavira tudi ekspanzijo T-celic (304)
in spodbuja produkcijo T-reg (305). Vir IL-10 Se ni popolnoma dognan; mozno je, da IL-10 v
vnetnem okolju proizvajajo MSC same, ali pa le-te stimulirajo druge celice, ki za¢nejo ali
povecajo izlocanje IL-10 (303).

TSG-6 je z vnetjem-povezan protein s proti-vnetnimi in zas¢itnimi lastnostmi (306). Izrazajo
ga razli¢ne celice kot odziv na vnetne drazljaje, vkljucno z MSC. Ima vec¢ funkcij, vezanih
predvsem na imunosupresivno modulacijo in preoblikovanje ECM (307). Izrazanje TSG-6
vpliva na morfologijo MSC, velikost njithovih ECV, hitrost proliferacije, diferenciacijski
potencial, preZivetje in sposobnost, da tvorijo kolonije. Zato ima klju¢ni pomen pri ohranjanju
lastnosti MSC (308). Izkazalo se je, da TSG-6 prav tako inducira preklop med M1 in M2
fenotipom makrofagov in poveca Stevilo T-reg celic, kar je imelo za posledico lajSanje
simptomov vnetnih stanj pri poskusnih modelih Stevilnih obolenj (309-312).

MSC so torej zmoZzne spremeniti potek vnetja in posledice doloCenih bolezni s svojim
parakrinim delovanjem na posameznikov imunski odziv. Na podlagi predvidenega ali
pricakovanega cilja MSC terapije je mozna tudi in vitro predpriprava MSC z razlicnimi
stimulansi, ki imitirajo mikrookolje vnetega ali poskodovanega ciljnega tkiva. Na ta nacin se

optimizira u¢inkovanje MSC Ze pred samo aplikacijo v telo prejemnika (313).

2.2.3.2 Izlo¢anje zunajceli¢nih veziklov
Vezikli so prenasalci mikro RNK (MicroRNK, miRNK), mRNK, proteinov in mitohondrijev,

ki jih §¢iti membrana. Slednja ECV-jem omogoca potovanje na druge predele telesa (314, 315).
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ECV v grobem delimo v skupine eksosomov (vezikli endocitotskega izvora s premerom 30 -

150 nm, obdanih s plazemsko membrano), mikroveziklov (premer 100 — 1000 nm, ne-
endocitotskega izvora) in apoptoti¢nih telesc (premer 50 nm - 5 um; sprostijo se med
membranskim brstenjem (blebbing) apoptoti¢nih celic) (316). MSC izlo¢ajo eksosome in vsaj
tri druge vrste ECV podobnih velikosti (317).

Nekatere snovi, ki jih MSC sicer izlo¢ajo s parakrinim delovanjem, izlo¢ajo tudi z ECV in tako
omogocajo prenos efektorjev na daljSe razdalje po telesu (312, 318-320). Predstavljajo tudi
potencial za izkoriS¢anje u¢inkov MSC na brezceli¢en nacin, kar lahko zmanjsa mozne stranske
ucinke celi¢ne terapije (314, 315). Verjetno pa je, da je za nekatere imunomodulatorne lastnosti
MSC pomemben ravno medceli¢ni stik (282, 285, 286, 321). Ko so toplotno-deaktivirane MSC
(brez sekretoma, vendar s popolno integriteto membrane) aplicirali po IV poti, je prislo do
enakega uravnavanja delovanja monocitov kot pri uporabi zivih celic; povecala se je
koncentracija IL-10 in zmanjsala raven IFNy, kar kaze na pomembnost neposrednega celi¢nega
stika (282).

Pri iskanju aplikacij za terapevtsko uporabo ECV je glavna omejitev pomanjkanje
standardiziranih tehnik za izolacijo in ¢iS¢enje ECV. Ligandi in tovor se razlikujejo med vrstami
ECV, kar vodi v domnevo, da ima vsaka vrsta ECV drugacno funkcijo. Pomanjkanje
standardiziranih metod za izolacijo eksosoma vodi v nezmoznost lo¢itve eksosomov od drugih
podobno velikih ECV. Pomanjkljiva je tudi standardizacija metod za meritev Cistosti ECV
(322-324). Mednarodno drustvo za zunajceli¢ne vezikle (International Society for Extracellular
Vesicles) zato svetuje, da se pri terapevtski uporabi ECV uporablja generi¢ni izraz "zunajceli¢ni
vezikel" in se izogne imenski kategorizaciji v podvrste. V kolikor se uporabi ime posamezne
podvrste, jo je nujno natan¢no opredeliti. Potrditev funkcionalnosti ECV terapije zahteva, da
do terapevtskega ucinka pride brez medcelicnega stika in, da le-ta ni doseZzen z ECV-

nepovezanimi topnimi parakrinimi dejavniki (325).

2.2.3.3 Nekrobiologija MSC

Tudi apoptoza celic ima pomembno vlogo v imunomodularnem u¢inku MSC. Fagocitni oc¢istek
umirajoCih celic (eferocitoza) ne sodeluje le pri lajSanju vnetja in obnavljanju funkcije
poskodovanega tkiva, temvec¢ tudi pri imunskih odzivih vnetih tkiv (326). Imunski odziv po
aplikaciji MSC ni odvisen zgolj od njihove aktivne imunomodulacijske aktivnosti, ampak

posredno izhaja tudi iz reakcije drugih celic, ki jo sprozi prisotnost MSC (282). MSC so po
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aplikaciji v telesu (po IV aplikaciji) podvrZzene apoptozi ob prisotnosti citotoksi¢nih celic,

predvsem CD56+ NK-celic in CD8+ T-celic. Apoptoticne MSC nato fagocitirajo makrofagi, ki
na koncu dosezejo imunosupresivno aktivnost s proizvodnjo IDO (327). Apoptoti¢ne celice tudi
stimulirajo monocite k izlocanju PGE> (328). Mehanizem MSC imunosupresije, ki izhaja iz
apoptoze, je bolj izrazen pri bolnikih, pri katerih se izraza visoka citotoksi¢nost (327, 328). De
Witte in sod. (2018) so nadalje dokazali, da fagocitoza MSC po IV aplikaciji v pljucih povzroci
izrazanje specificnega fenotipa monocitov na lokalnem in sistemskem nivoju, ki nadalje

uravnava pridobljeni imunski odziv z indukcijo T-reg celic (329).

2.2.3.4 Prenos mitohondrijev

Tudi prenos mitohondrijev je eden izmed mehanizmov ucinkovanja MSC, saj so sposobne
medceli¢nega prenosa organelov preko tunelirnih nanocevk. S to aktivnostjo podajo moZnost
za aktivacijo ali nadgradnjo aerobnega metabolizma v somatskih celicah sesalcev, ki imajo
slabo funkcionalne ali nefunkcionalne mitohondrije (330). V misjem modelu pljucnice so bile
humane BM-MSC sposobne prenosa svojih mitohondrijev skozi tunelirne nanocevke v
alveolarne makrofage, kar je privedlo do njihove okrepljene fagocitoze in celo protimikrobnega
uc¢inka (331). Prenos mitohondrijev je bil uspeSen tudi v pogojih in vivo po sistemsko

apliciranih BM-MSC v mi§jem modelu diabeti¢ne nefropatije (332).

2.2.4 Usmeritev in naseljevanje (homing) MSC

Poleg kompleksnih mehanizmov imunomodulacije je pomembna tudi sposobnost naseljevanja
oziroma migracije MSC na podrocje poskodovanega tkiva. Usmeritev MSC je tesno povezana
s kemi¢nimi dejavniki, kot so kemokini, citokini in rastni dejavniki. Za usmerjanje celic so
pomembni tudi sami mehanski dejavniki, kot so mehansko naprezanje tkiva, togost matrice in
mikrogravitacija (15).

Za zagotovitev lokalno visokega Stevila celic v relativno hitrem Casu je najbolj u€inkovita
metoda administracije MSC lokalna transplantacija. Vendar intraparenhimska injekcija MSC v
nekaterih primerih ni mogoca (333). EnostavnejSe so torej sistemske aplikacije, med katerimi
je IV-pot najmanj invazivna, a mo¢no omeji Stevilo MSC v ciljnem tkivu (17, 334-336).
Migracija MSC je omejena ze s samim izstopom iz sistemskega krvnega obtoka (337). Zelo
ocitno je tudi ujetje MSC v pljucni mikrocirkulaciji zaradi njihove velikosti (23, 273, 329, 334,
338-341). Dodatni razlog za kopic¢enje MSC v pljucih so tudi molekulske interakcije MSC s
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plju¢nim endotelijem. Wang in sod. (2015) so bili prvi, ki so dokazali, da je kriti¢ni vzrok

ujemanja MSC v plju¢nem tkivu njihovo prekomerno izrazanje in aktivacija integinov (342).
Blokada integrinov je povzrocila znatno zmanjs$anje ujetja MSC v plju¢nem tkivu pri misih,
povecano raven cirkulirajo¢ih MSC v krvi in izboljsala usmerjanje MSC v ciljna tkiva (342).

Ob spremljanju oznacenih zivih celic po sistemski infuziji se je nadalje izkazalo, da so MSC
kratkozive in jih 24 ur po infuziji v organizmu niso ve¢ zaznali (273, 329). Kljub kopicenju
celic v pljucih in kratki prezivitveni sposobnosti po IV administraciji MSC izrazajo dolgorocen

ucinek preko apoptoze in fagocitoze s strani imunskih celic (329).

2.2.5 Posebnosti konjskih MSC

Konjske MSC so adherentne in sposobne diferenciacije v Stevilne linije (343, 344). Mnogokrat
se za dokazovanje verodostojnosti uporablja oznacevalce kot zahtevajo smernice ISCT, ki so
podane za dolo¢anje humanih MSC (242, 344, 345). Imunotipizacijo konjskih celic pa ovira
pomanjkanje oziroma omejena dostopnost specificnih oznacevalcev in monoklonalnih
protiteles (346-348), ter neuspele navzkrizne reakcije z oznacevalci drugih vrst (349).

Kot vir MSC pri konjih so primerni kostni mozeg, mas¢obno tkivo in popkovina, saj ustrezajo
nacelom ISCT. Pri konjih se za zdravljenje najpogosteje uporabljajo BM-MSC ali AD-MSC,
ki se v pogojih in vitro dobro diferencirajo in mnozijo (344, 350). Konjske BM-MSC imajo
boljsi diferenciacijski potencial kot AD-MSC in verjetno predstavljajo primernejsi vir celic za
zdravljenje oziroma regeneracijo muskuloskeletnega sistema. Teh razlik sicer Se niso potrdili v
pogojih in vivo (344, 351). Mascobno tkivo zagotavlja vecjo koli¢ino MSC z vi§jim
proliferativnim potencialom (344). Tudi kriopreservirane AD-MSC so obdrzale svojo
proliferativno in diferenciacijsko sposobnost (352).

Zaradi narave poSkodb in velikega interesa po hitrem okrevanju je alogeni vir celic v konjski
medicini bolj zaZelen kot avtologni. Alogena terapija namre¢ znatno zmanjsa Cas, ki je potreben
za izolacijo in namnozitev avtolognih MSC, omogoca pa tudi uporabo bolj homogenih celi¢nih

populacij z dokazano kapaciteto diferenciacije v razlicne linije (348, 353, 354).

2.2.6 Terapevtski u¢inki MSC na obolenja dihal
Ceprav so §tevilne bolezni dihal in njihovo zdravljenje s konservativnimi in kirurskimi

metodami dobro definirane, ostajamo pri nekaterih obolenjih dihal omejeni na simptomatsko
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zdravljenje. Neustrezen imunski odziv in/ali medicinska obravnava lahko vodita do trajnega

patoloskega preoblikovanja tkiva in trajnega upada plju¢ne funkcije.

MSC imajo sposobnost modulacije imunskih celic tudi pri obolenjih pljuc (355). Sposobne so
celo diferenciacije v alveolarne epitelijske celice v pogojih in vitro (356). Vedno vec raziskav
kaze na mozne terapevtske uc¢inke MSC pri zdravljenju astme. U¢inek MSC, ugotovljen v
predkliniénem preizkuSanju zdravljenja astme, je povezan z uravnavanjem citokinov, ki
izhajajo iz Th1, Th2 in Th17 tipa imunskega odgovora (22-24, 26, 357). Vnos BM-MSC znatno
zmanjSa eksperimentalno povisan vnetni indeks in Stevilo eozinofilnih in nevtrofilnih
granulocitov v BALf-u podgan do ravni, ki so jih imele kontrolne zdrave zZivali brez astme (21).
V skupini, ki je prejela BM-MSC, sta se Stevilo vrcastih celic in koli¢ina kolagena pomembno
zmanjSala. Podobno ugodni ucinki zdravljenja eksperimentalno inducirane astme z MSC so
opisani pri misih (22, 358-360) in mackah (27).

MSC imajo velik potencial tudi pri zdravljenju sindroma akutne dihalne stiske (Acute
respiratory distress syndrome, ARDS) (361). ARDS nastane zaradi moc¢nega vnetnega odziva,
ki povzro¢i poskodbe pljuc, hipoksemijo, izgubo plju¢ne kompliance in plju¢ni edem, ki lahko
vodijo v odpoved organov in smrt (361, 362). Vnetje povzro€i invazija nevtrofilnih
granulocitov in makrofagov v alveolarni prostor, ki skupaj s proizvodnjo provnetnih citokinov
(IL-6, IL-1B, IL-8 in TNFa) vodi do poSkodbe endotelijskih in epitelijskih celic. Za obolenje
obstaja samo simptomatska terapija. Stevilne celice so bile opredeljene kot potencialni
kandidati za terapevtsko uporabo, med katerimi so zaradi svojega imunomodularnega
potenciala najbolj zanimive MSC (361). Njihov terapevtski potencial je bil prikazan v vec
modelih ARDS in vivo in rezultati Stevilnih predklini¢nih in klini¢nih raziskav so potrdili
varnost njihove uporabe (29, 30, 361).

Trenutno je aktualno predvsem proucevanje njihovega terapevtskega ucinka na ARDS, ki ga
povzrocijo respiratorni virusi (363). Vpliv mati¢nih celic na respiratorna obolenja je bil raziskan
tudi pri bolnikih s COVID-19 (Coronavirus disease 2019), ki jo povzroc¢a virus SARS-CoV-2
(Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) (19, 363). Predklini¢ne in klini¢ne preiskave
uporabljajo vrsto razli¢nih celi¢nih virov, odmerkov, strategij odmerjanja in ciljne populacije
bolnikov, da bi optimizirali u¢inek zdravljenja (363)

Po trenutno zbranih dokazih se smatra, da je uporaba MSC za zdravljenje bolezni plju¢ varna
(17). V eni izmed raziskav so pri bolnikih s COPD po zdravljenju z MSC celo ugotovili znatno

znizanje C-reaktivnega proteina (364). V dveh raziskavah so porocali, da z racunalnisko
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tomografijo prsnega kosa Se Sest mesecev in eno leto po zdravljenju z MSC niso ugotovili

nikakr$nih fibroti¢nih ali tumorogenih sprememb (365, 366). Nadalje so Stolk in sod. (2016)
analizirali razlike v histologiji plju¢ in ekspresiji doloCenih genov pri pacientih s COPD po
zdravljenju z BM-MSC. Zdravljenje ni povzrocilo poviSane ekspresije pro-fibroticnih genov ali
izrazanja mRNK proliferacijskih markerjev v tkivu pljuc, prav tako ni bilo zaznanih sprememb
v histoloski zgradbi (366).

Intratrahealna aplikacija bioloSkih terapevtskih ucinkovin za klinicno uporabo ima nekaj
prednosti pred sistemsko. ZmanjSata se potreba po Stevilu apliciranih celic in moznost razvoja
nezelenih sistemskih stranskih u¢inkov. Intratrahelana aplikacija omogoca tudi direkten dostop
do lokalnega pljucnega imunskega sistema in hitrejSo interakcijo z njim (17). Glede na trenutno
poznane ucinke zdravljenja z MSC, ima njihova terapevtska uporaba pri obolenjih dihal (in
drugih obolenjih) zelo velik potencial za lajSanje simptomov, ozdravitev in zmanjSanje trpljenja

ljudi in zivali.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 RAZISKOVALNI PROTOKOL

Klini¢no raziskavo smo zasnovali kot randomizirano, dvojno-slepo, s placebom kontrolirano
raziskavo (U34401-37/2017/9; Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in okolje RS). Vsi
sodelavci v raziskavi so bili glede rezima zdravljenja posameznega konja zaslepljeni. Rezim
zdravljenja, ki je temeljil na vnaprej doloCeni randomizaciji, je poznala le znanstvena
sodelavka, ki je za konje pripravila celice ali deksametazon in ni sodelovala pri drugih
postopkih raziskave. Ostalim sodelavcem se je randomizacijska shema razkrila po tem, ko smo
zakljucili z vsemi laboratorijskimi analizami vzorcev in pridobili vse potrebne podatke za
statisticno analizo. Lastnikom smo obliko zdravljenja razkrili po tem, ko smo od njih pridobili
podatke o dolgoro¢nem ucinkovanju zdravljenja.

V raziskavo smo vkljucili dvajset konj s SEA. Vsi konji so bili nastanjeni v istem hlevu na
Kliniki za konje na Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani. Lastniki so pred vkljucitvijo
konja v raziskavo podpisali soglasje po tem, ko smo jim pisno in ustno opisali postopke in potek
raziskave, ter se pogovorili o0 moznih predvidenih ali nepredvidenih stranskih u¢inkih obeh
rezimov zdravljenja.

Konji so bili vhlevljeni pod enotnimi pogoji in pod rednim veterinarskim nadzorom. Dvakrat
na dan smo pred njimi stresli prasno oz. plesnivo seno z namenom spodbuditi disperzijo
antigena in sproZiti poslabsanje aktivne bolezni. Po doseZenem klini¢nem poslabSanju smo
opravili test pljucne funkcije. Diagnoza SEA je temeljila na zgodovini sezonsko oteZenega
dihanja, natancnem kliniénem pregledu, izkljucitvijo kuznega obolenja, rezultatith meritev
pljucnih funkcij, endoskopiji dihalnih poti in citoloski analizi BALf-a. Ko smo potrdili
diagnozo konjske astme in reverzibilno bronhokonstrikcijo, smo pri vsakem konju odvzeli
kos¢ek mascobnega tkiva za izolacijo MSC.

Z zdravljenjem smo zaceli, ko so bile mati¢ne celice namnozene do ustreznega, predhodno
dolocenega Stevila. Konji so bili razdeljeni v dve skupini (n = 10 / skupino) in prejeli MSC ali
deksametazon. MSC ali placebo (sterilni PBS) smo endoskopsko injicirali v desni plju¢ni reZenj
(Cas 1; TI). Konje, ki so intrabronhialno prejeli placebo, smo zdravili peroralno z
deksametazonom vmeSanim v manjSo koli¢ino koncentrirane krme (DEX skupina) v odmerkih
0,165 mg/kg tri dni v razmaku 24 ur, 0,083 mg/kg tri dni v razmaku 24 ur, 0,04 mg/kg osem

dni v razmaku 24 ur in 0,02 mg/kg tri dni v razmaku 24 ur, ter kon¢no 0,02 mg/kg Stiri dni v
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razmaku 48 ur (224, 367, 368). Konji, ki so intrabronhialno prejeli MSC (SCT skupina (Stem

cell treatment)), so dnevno prejemali enako koli¢ino koncentriranih krmil brez dodanega
deksametazona. Tri tedne po zaGetku zdravljenja (Cas 2: T2) smo ponovili diagnostiéne

postopke in ponovno odvzeli bronhoalveolarni izpirek (Slika 1).

PREGLED DOMNEVNO SPREJEM
ASTMATICNEGA KONJA NA

DOMU in POGOVOR Z KONJA NA
LASTNIKOM KLINIKO

¥ KLINIENO
ANTIGENSKI 3do5dni |posi ARSANIE SEA el POTRDITEV ODVZEM
AL & IZOLACIJAIN
1zziv in MERJENJE : REVERZIBILNE —| MASCOBNEGA -
! GOJENJE MSC
o PLJUCNIH VAN OBSTRUKCIJE TKIVA
= FUNKCIJ DIHALNIH POTI

3 do 4 tedne

J IB: avtologne ENDOSKOPSKI
- 2N AD-MSC PREGLED
+ MERJENJE PLIUCNIH :
S PO: PLACEBO DIHAL
ZAKLJUCEK FUNKCIJ

S TR ZDRAVLJENJA

boMov e S —

! N N |

T2 + ENDOSKOPSKI b 3 TEDNE
PREGLED DIHAL 8 IB: PLACEBO ZACETEK
PO: ZDRAVLJENJA
DEKSAMETAZON =Tl

Slika 1: Raziskovalni protokol. T1, zadetek zdravljenja; IB, intrabronhialna aplikacija; AD-MSC, avtologne
mezenhimske mati¢ne celice, pridobljene iz mas¢obnega tkiva (adipose-derived mesenchymal stem cells); PO,
peroralna aplikacija; SCT, skupina konj, ki je prejela celi¢no zdravljenje (stem cell treatment); DEX, skupina konj,
zdravljena z deksametazonom; T2, zakljucek zdravljenja.

Figure 1: Research protocol. T1, beginning of treatment; IB, intrabroncheal application, AD-MSC, adipose-
derived mesenchymal stem cells; PO, peroral application; SCT, Stem cell treatment; DEX, dexamethasone

treatment; T2, end of treatment.

3.2 ZIVALI
V raziskavo smo vkljucili dvajset odraslih konj (enajst kobil in devet kastratov), predstavnikov
sedmih razli¢nih pasem (Stirje quarter-horse, dva lipicanske, dva islandske pasme, ter dva

Setlandska ponija, enega italijanskega kasaca, enega argentinskega konja in osem krizancev).
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Vsi konji so imeli potrjeno zgodovino SEA. Povpre¢na starost je bila 15,2 leti s standardnim

odklonom (SD) + 3,5 let.
Merila za vkljucitev v raziskavo so bili znaki klini¢nega poslabsanja astme ob antigenskem
1zzivu, ki je bil dosezen z disperzijo hlevskega prahu oziroma antigenov v dihalni okolici konj,

in potrjena reverzibilna obstrukcija dihalnih poti.

3.3 KLINICNO OCENJEVANIJE

Klini¢na ocena, ki je temeljila na vnaprej definirani lestvici, je opredelila klini¢ne simptome pri
vsakem konju v ¢asu T1 in T2, kot so opisali Beeler-Marfisi in sod. (369). Klini¢ni znaki zajeti
v klini¢ni oceni so bili: frekvenca dihanja, izcedek iz nosu, aktivnost trebusne in perianalne
avskultacija prsnega koSa (prisotnost bronhialnih tonov, prisotnosti hropcev in/ali piskov),
prisotnost in karakteristika kaslja, resonanca prsnega kosa, frekvenca bitja srca, avskultacija
srca in rektalna temperatura. Numeri¢na ocena, sestavljena iz navedenih klini¢nih znakov, je

podala skupno klini¢no oceno v razponu od 0 do 26. Vis§ji rezultat pomeni teZjo obliko klini¢ne

bolezni (369).

3.4 MERJENJE PLJUCNE FUNKCIJE

Za meritve pljucnih funkcij smo optimizirali postopek za merjenje APplmax z uporabo
ezofagealnega balonskega katetra, ki je temeljil na predhodno opisanih postopkih (173, 178,
179, 185). Ezofagealni balonski kateter smo izdelali iz balona (dolZine 5 cm; zunanjega premera
17 mm), ki smo ga nepredusno pritrdili na konec polietilenske cevi (dolZine 300 cm; notranjega
premera 5,4 mm; zunanjega premera 9 mm). Na predelu cevi, ki ga je prekrival balon, smo v
polietilensko cev napravili ve¢ lukenj, da smo omogocili neomejen pretok zraka.
Nekooperativne Zivali (n = 6) smo v izogib poskodbam sedirali (detomidin 0,01 mg/ kg TT IV
(Domidine®, Dechra). Konje, ki smo jih sedirali v ¢asu T1, smo z enakim zdravilom enakega
odmerka sedirali tudi v €asu T2, z namenom zagotovitve enakih pogojev vzorcenja pri
posameznem konju. Kateter smo konju vstavili skozi nos in nadaljevali po ventralnem nosnem
prehodu do Zzrela in naprej do sredine prsnega dela poziralnika. Pri vsakem konju smo
predhodno izmerili in oznacili dolZino vstavljenega katetra med nosnico in osmim do desetim
medrebrnim prostorom glede na potek poziralnika. Tako smo lahko omogocili enako pozicijo

balona v ¢asu T1 in ¢asu T2 pri posameznem konju. Po vstavitvi ezofagelanega katetra smo
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balon napolnili z 20 mL zraka. Razlike v tlaku med vdihom in izdihom v prsnem koSu so se

tako izrazale s stiskanjem balona, kar se je preko katetra prenasalo do senzorjev pritiska v
prenosni detekcijski napravi Venti Graph (Boehringer Ingelheim Vetmedica; Ingelheim /
Boucke GmbH u. Co., Nemcija). Povprecno vrednost APplmax smo dolocili na podlagi 815
reprezentativnih ciklov dihanja. Vrednosti APplmax nad 5 cmH20 smo obravnavali kot oviran
pretok zraka skozi dihalne poti, kar je pomenilo obstrukcijo dihalnih poti. Za potrditev
reverzibilnosti obstrukcije dihalnih poti smo konjem aplicirali enkraten odmerek N-
butilspolamonijevega bromida (NBB) IV (0,3 mg / kg TT) (Buscopan compositum, Boehringer
Ingelheim, Nemcija) (193).

3.5 ODVZEM MASCOBNEGA TKIVA

Mascobno tkivo smo odvzeli iz podkozja ob korenu repa. Mesto odvzema smo obrili in
asepticno pripravili. Aplicirali smo 20 mL lokalnega anestetika (2-odstotni lidokain; Xylocaine,
AstraZeneca, UK). Sledil je kirurski rez dolzine tri do $tiri centimetre in izrez priblizno treh do
Stirth gramov dobro prekrvavljenega masc¢obnega tkiva. Mascobo smo potopili v 15 mL
sterilnega predhodno ohlajenega DMEM (Gibco, USA) transportnega medija in jo takoj

prenesli v laboratorij.

3.6 IZOLACIJA IN GOJENJE AD-MSC

Mascobno tkivo je bilo obdelano znotraj dveh ur po odvzemu vzorca. Najprej je bilo sprano s
PBS (Gibco, ZDA) in razrezano na manjSe fragmente. Fragmenti so bili nato potopljeni v
encimski raztopini (0, 1-odstotna kolagenaza tipa II; Sigma - Aldrich, DE) in ¢ez no¢ postavljeni
na laboratorijski stresalnik, nastavljen na 37 °C in 400 vrtljajev/minuto. Prebavljeno tkivo smo
nato Stiri minute centrifugirali pri 1600 vrt./min. Celi¢ne pelete in neprebavljeno mascobno
tkivo smo naselili v §tiri plos¢e s Sestimi jamicami (TPP, Svica), jim dodali hranilni medij
DMEM z nizko vsebnostjo (1 g/L) glukoze (Gibco, ZDA) z dodatkom10 % fetalnega govejega
seruma (FBS; Gibco, ZDA) in antibiotiki (Penicilin-streptomicin solution; Cytiva, Avstrija).
Celice smo gojili pri 37 °C, nasi¢eni vlaznosti in 5 % COx.

Hranilni medij smo menjavali v 2- do 3-dnevnih presledkih. Ko so celice dosegle 80- do 90-
odstotno gostoto, smo jih prenesli v veéje gojitvene posodice (T300; TPP, Svica). Celice v
celi¢ni kulturi smo gojili do druge ali tretje pasaze (v osmih T300 gojitvenih posodicah na

konja) in kon¢nega Stevila 100 milijonov celic. Ko so se MSC namnozile do zadostnega Stevila,
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smo jih tripsinizirali z 0,5-odstotno raztopino tripsina z dodano EDTA (Gibco, Kanada) in sprali

(vsaj trikrat) s sterilnim PBS. Natancno Stevilo celic smo izmerili s samodejnim Stevcem celic
(CytoSMART, Corning Incorporated, Nizozemska). Suspenzijo 100 milijonov celic smo
centrifugirali in kon¢no peleto resuspendirali v 30 mL PBS. Kon¢no suspenzijo smo prenesli v
sterilno 60-mililitrsko brizgo, ki je bila predhodno zakrita s temnim, neprosojnim ovojem.
Vsebina brizge je bila nato aplicirana v desni dodatni (akcesorni) rezenj pljuc.

Alikvot celic smo ponovno nacepili in dolocili njihov multilinijski diferenciacijski potencial z
indukcijo adipogene, osteogene in hondrogene diferenciacije z gojenjem Vv ustreznih
diferenciacijskih medijih (StemPro Adipogenesis / Osteogenesis / Chondrogenesis
Differentiation Kit, Gibco, USA). Adipogeno diferenciacijo smo dolocili z barvanjem z
barvilom Oil-Red-O (Sigma - Aldrich, DE). Osteogeno diferenciacijo smo dolo€ili z barvanjem
z barvilom Alizarin-Red S (Sigma - Aldrich, DE). Hondrogeno diferenciacijo smo doloc¢ili z
barvanjem z barvilom Alcian blue (Sigma - Aldrich, DE). Preostanek celic pa smo zamrznili
hranilnem mediju DMEM Glutamax (Gibco, USA) z dodatkom 20 % FBS (Premium Grade,
Gama Irradiated, VWR, Austria) in 10 % dimetilsulfoksida (Sigma Aldrich, DE) pri -80 °C.

3.7 ENDOSKOPSKI PREGLED DIHAL IN BRONHOALVEOLARNA LAVAZA

Pred endoskopskim pregledom dihal in BAL-om smo konjem aplicirali inhalacijski
bronhodilatator (pet do Sest vdihov salbutamola; Ventolin, 100 ng / vpih, GSK) in jih sedirali
z intravensko aplikacijo detomidina (0,01 mg/kg TT; Domidine® 10 mg/mL, Dechra) in
butorfanola (0.02 mg/kg TT; Butomidor 10mg/mL, Richterpharma). Bronhoskop (Karl Storz -
Endoscope, Karl Storz GmbH & Co) smo vstavili skozi nosnico in preko nosnih prehodov v
sapnik in spodnja dihala. Dihalne poti smo pred prehodom endoskopa anestezirali s 30 mL 0,4
% lidokaina. Na podlagi predhodno opisane lestvice (369) smo kvantitativno ocenili odstopanja
od normalnih vrednosti na vizualizirani povr$ini dihal v razponu med 0 in 15. Kvantifikacija je
zajela stopnjo rdecine in otekline stene dihalnih poti, koli¢ino in lokacijo izloc¢kov/sluzi,
prisotnosti krvi in/ali kaslja. Vi§ji rezultat pomeni hujSo obliko bolezni (369).
Bronhoalveolarno lavazo smo izvedli z zagozditvijo bronhoskopa v sapnico desnega dodatnega
reznja plju¢, kamor smo aplicirali 500 mL sterilne tople (37 °C) fizioloske raztopine. FizioloSko
raztopino smo nato z aspiratorjem takoj odsesali nazaj iz dihal in s tem pridobili vzorec BALf-
a (198). Po konc¢anem postopku sta bila zabeleZena koli¢ina in makroskopski izgled BALf-a.

BALf smo do nadaljnje obdelave shranili na ledu.
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Vzorce BALf-a smo obdelali znotraj ene ure po odvzemu. Pripravili smo razmaze za citolosko

analizo. Preostanek BALf-a smo nato 4 minute centrifugirali na 1600 vrt./minuto. Supernatant
smo shranili pri -80 °C. Celi¢ne pelete smo sprali s sterilnim PBS, ponovno centrifugirali in jih

prav tako shranili pri -80 °C.

3.8 CITOLOSKI PREGLED BRONHOALVEOLARNEGA IZPIRKA

Skupno Stevilo celic (Total cell count, TCC) smo dolocili z avtomatskim veterinarskim
hematoloskim analizatorjem (SCIL ABC Vet Plus+, Horiba). Osem alikvotov BALf-a po 200
uL smo centrifugirali 6 minut pri 600 vrt./min (~ 40 g) v citocentrifugi (Centric 250, Domel).
Razmaze smo posusili, jih fiksirali z metilnim alkoholom in pobarvali z Giemsa barvilom
(Giemsa's azur-eosin-methylene blue solution; Sigma - Aldrich, DE) po navodilih proizvajalca.
S svetlobnim mikroskopom (BX45 Olympus microscope, Olympus) smo pri 600x povecavi
nato kvantitativno in kvalitativno ovrednotili vsaj 400 vnetnih celic na vsakem od Stirih

razmazov posameznega vzorca. Rezultate smo podali kot deleze posameznih vrst levkocitov.

3.9 ANALIZA IZRAZANJA mRNK CITOKINOV (IL-1, IL-4, IL-8, IL-17, TNFa in IFNy)
S KVANTITATIVNO VERIZNO REAKCIJO S POLIMERAZO Z REVERZNO
TRANSKRIPCIJO (RT-qPCR)

Skupno RNK celic v BALf-u smo ekstrahirali z uporabo trizola (TRIzol™Reagent, Thermo
Fisher Scientific, USA) v skladu s protokolom proizvajalca. Za vsak vzorec smo izmerili
koncentracijo in Cistost celotne ekstrahirane RNK izmerili z UV spektrofotometrom
(NanoDrop™ Lite Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific) pri valovni dolZini 260 nm in
280 nm (A260/a280).

Opravili smo RT-qPCR na vseh vzorcih celi¢nih peletov BALf-a. Dva ng skupne RNK vsakega
vzorca smo obratno prepisali v komplementarno deoksiribonukleinsko kislino (cDNK) z
uporabo kompleta za povratno transkripcijo cDNK (komplet za reverzno prepisovanje cDNK z
visoko zmogljivostjo, Thermo Fisher Scientific, Litva) v skladu s protokolom proizvajalca. Vse
reakcije smo izvedli v skupnem volumnu 20 pL. Vsak vzorec je na koncu vseboval cDNK s
koncentracijo 100 ng/pL. Obratno prepisovanje smo izvedli s termi¢nim ciklerjem (2720
Thermo Cycler, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) v pogojih, predlaganih v
protokolu proizvajalca: pri 25 °C 10 minut, 37 °C 120 minut, 85 °C 5 minut in na koncu ohladili

na 4 °C pred kon¢nim shranjevanjem na -20 °C.
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V vsakem vzorcu smo izmerili izrazanje genov IL-1B, IL-4, IL-8, IL-17, TNFa in IFNy z

uporabo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (QPCR). Za referen¢ni gen smo uporabili
konjski gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH) (370). Za vsak preiskovani gen in za
referenni gen smo na vzorcu posameznega konja pripravili standardne krivulje s Sestimi
zaporednimi red¢itvami cDNK (1:2,1:4,1:8,1:16,1:32,1:64). Za izratun u¢inkovitosti
pomnozevanja smo uporabili dobljene nagibe regresijskih krivulj za vsak gen posebej. Analizo
smo izvedli z uporabo komercialno pripravljene PCR mesanice (TagMan® Universal Master
Mix z UNG, Thermo Fisher Scientific) in komercialno pripravljenih oligonukleotidnih
zaporedij posameznih genov (TagMan® Gene Expression Assays, Thermo Fisher Scientific).
Relativno kvantifikacijo (371) smo izracunali z metodo po Pfafflu (372, 373) in ga podali kot

razmerje med preiskovanim genom in referen¢nim genom (Enacba 1).

E I(CtGOIcal—CtGOI)

Gene expression ratio = (CtRGog—CLRG)
ERG cal

Enacba 1: Matemati¢ni model relativne kvantifikacije po Pfafflu (372). GOI, proucevani gen; RG, referen¢ni
gen, Egor, uc¢inkovitost pomnoZevanja prouc¢evanega gena; Erg, u¢inkovitost pomnoZzevanja referencnega gena;
CtGOlLa, prazni cikel proucevanega gena; ACtrg, prazni cikel referencnega gena; cal, kalibracija.

Equation 1: Pfaffl's mathematical model of relative expression ratio (372). GOI, gene of interest; RG,
reference gene, Egor, real-time PCR efficiency of gene of interest transcript; Erg, real-time PCR efficiency of
reference gene transcript; CtGOl.q, quantification cycle of the gene of interest; ACtrg, quantification cycle of the

referencce gene; cal, study calibrator.

Za pomnoZevanje in zbiranje podatkov smo uporabili LightCycler 96 (Roche Diagnostics
GmbH, Nemcija). PomnoZevanje vzorcev, pridobljenih pred in po zdravljenju pri istem konju,
smo analizirali v trojnikih na isti plo§¢i (s 96 luknjicami) s posameznim volumnom 20 pL in

20 ng cDNK.

3.10 KVANTIFIKACIJA CITOKINOV (IL-1B, IL-4, IL-8, IL-17, TNFa in IFNy) Z
ENCIMSKOIMUNSKIMI TESTI

Za kvantifikacijo citokinov z encimskoimunskimi testi (ELISA) testi smo uporabili Nori Equine
IL-1pB, IL-4, IL-8, IL-17, TNFa, IFNy ELISA komplete za vzorce BALf (Genorise Scientific,
Inc) v skladu s protokoli proizvajalca, ki temeljijo na principu kvantitativne sendvi¢ ELISE.
Meje zaznavnosti uporabljenih testov ELISA so bile 94-6000, 31-2000, 10-600, 94-6000, 31-
2000 in 15-1000 pg/mL za IL-1P, IL-4, IL-8, IL-17, TNFa in IFNy test. Dolocene razlike
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znotraj testa so bile 6 % za IL-1 B, IL-4, IL-8, IL-17 in TNFa ELISA teste ter 7 % za IFNy

ELISA test. Dolocene razlike med testi pa so bile 9 % za IL-4, IL-8, IL-17, TNFa in IFNy
ELISA teste in 11 % za IL-1B ELISA test.

Za teste ELISA smo uporabili supernatante vzorcev BALf. Standarde z znanimi
koncentracijami in vsak vzorec smo v dvojnikih prenesli v jamice z vezanim protitelesom za
ustrezni konjski citokin. Po enourni inkubaciji pri sobni temperaturi smo plosce trikrat sprali s
300 uL testnega pufra in v vsako jamico dodali delovno razred¢ino detekcijskega protitelesa.
Inkubirali smo eno uro pri sobni temperaturi. Nadalje smo dodali konjugirano raztopino in
raztopino substrata, inkubirali 20 minut in spirali po predpisanem protokolu proizvajalca, ter na
koncu ustavili reakcijo s Stop-raztopino. Opti¢no gostoto standardov in vzorcev smo analizirali
na ¢italniku mikroplo¢ (SunriseTM, Tecan Trading AG, Svica) pri valovni dolZini 450 nm in
s popravkom valovne dolZine na 540 nm v skladu z navodili proizvajalca. Na podlagi dobljenih
rezultatov opticne gostote standardov in njihove poznane koncentracije (pg/mL) smo oblikovali
Stiri-parametrsko polinomsko standardno krivuljo. Iz krivulje smo nato na podlagi izmerjene

opti¢ne gostote vzorcev odc¢itali koncentracijo iskanega produkta (pg/mL).

3.11 OBRAVNAVA KONJ PO ZADNJEM VZORCENJU

Konje smo po zakljuceni obravnavi (po T2) poslali domov v oskrbo lastnikov in lokalnih
veterinarjev. Do datuma 26. 10. 2020 lastniki niso vedeli, katero obliko zdravljenja je njihov
konj prejel. Ta datum smo dolo¢ili kot zakljucek raziskave, ko so bili vsi vzorci analizirani in
raziskovalni protokoli zaklju€eni. Na ta datum smo se z lastniki ponovno slisali in pogovorili o

stanju njithovih konj. Razkrili smo jim tudi obliko zdravljenja, ki jo je njihov konj prejel.

3.12 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Podatki so predstavljeni kot povprecja in standardni odmiki (SD), razlike med T1 in T2 pa so
predstavljene kot povprecja z ustreznimi 95-odstotnimi intervali zaupanja [CI]. Pri testih
ELISA je podan tudi delez vrednosti, ki se je nahajal nad obmoc¢jem zaznavanja (Detection rate;
DR).

Za primarni rezultat u€inkovitosti je bila izvedena analiza neinferiornosti za razliko v APplmax
med skupinama SCT in DEX z upostevanjem enostranskega CI 97,5 %, ki je bil dolocen z
invertiranjem t-testa za dva vzorca ob predpostavki enakih varianc. Predpostavka normalnosti

je bila preverjena s Shapiro-Wilkovim testom normalnosti; predpostavko o enakih variancah
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smo ovrednotili z Bartlettovim testom za homogenost variance. Izracun velikosti vzorca je

temeljil na predpostavki, da je bil APplmax podoben v obeh zdravljenih skupinah. Za pridobitev
80 % statisticne moci z dvostranskim o = 0,025 je bilo potrebnih deset bolnikov na skupino.
Tako je bilo mozno dolociti neinferiornost SCT v primerjavi z DEX. Meja neinferiornosti je
bila opredeljena na <7 cmH>O ob predpostavki, da je SD razlike med zacetkom (T1) in koncem
zdravljenja (T2) enaka pet (5) v obeh skupinah. Osnova za te predpostavke so bili rezultati
opisanih v Picandet et al. (2003), kjer se je APplmax pri konjih, zdravljenih z deksametazonom,
ob primerjavi izhodiS¢ne vrednosti in vrednosti ob koncu zdravljenja v povprecju zmanjSala s
35 na 8 cmH>0 (230).

Razlike med obema zdravljenjema so bile ocenjene z uporabo linearnih modelov meSanih
u¢inkov (LME). V analizo je bilo vklju¢eno nakljucno prestrezanje za vsakega posameznega
konja, da se je zagotovilo upoStevanje uporabe ve¢ meritev za vsakega posameznega konja. Z
istim namenom se je uporabil Tobit regresijski model naklju¢nega u€inka (TRM) za rezultate z
vrednostmi izven DR. Randomizacija je bila upoStevana z vkljucitvijo interakcije med ¢asom
in zdravljenjem, ob predpostavki, da se skupini na zaetku nista razlikovali. Kjer je bilo
potrebno, so bili podatki preoblikovani v logaritem (z uporabo naravnih logaritmov), da se je
izpolnila predpostavka o normalnosti. LME in TRM so bili obdelani z uporabo paketa R nlme50
oziroma censReg51 (374). Vse p-vrednosti so bile prilagojene na analiti¢ni model veckratnih
primerjav z uporabo metode Benjaminija in Hochberga (375) za nadzor stopnje laZnih
statisti¢no signifikantnih rezultatov.

V nadaljevalni fazi obravnave konj smo opredelili obdobje po T2, v katerem konji niso ponovno
razvili objektivnih simptomov astme. Analiza zgodovine dogodkov je bila izvedena v razponu
med T2 in kon¢nim datumom raziskave, ki je bil subjektivno dolo€en na 26. oktober 2020. V
tem razponu je bil dokumentiran ¢as med T2 in zaklju¢kom raziskave, ¢e se klini¢ni znaki niso
pojavili, ali ¢as med T2 in datumom, ko so se klini¢ni znaki astme znova pojavili. Z uporabo
Kaplan-Meier metode smo ocenili delez konj v obeh skupinah, ki v tem obdobju ni dozivel
klini¢nega poslabSanja.

Vse analize so bile izvedene z R (376). Analiza prezivetja je bila izvedena s CRAN-Package
survival (377). Prilagojene p-vrednosti (P adjusted, P.¢j) nizje od 0,05 smo obravnavali kot

statisticno pomembne.
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4 REZULTATI

Vsi konji, vklju¢eni v raziskavo, so zakljucili raziskovalni protokol. Skupina SCT je
vkljucevala stiri kobile in Sest kastratov, starih 15,5 (£ 3,9) leta. V skupino DEX je bilo
vklju€enih sedem kobil in trije kastrati, stari 14,9 (£ 2,9) leta.

Multilinijski diferenciacijski potencial gojenih AD-MSC smo potrdili z indukcijo adipogene,
osteogene in hondrogene diferenciacije (Slika 2).

Pri skupini SCT nismo opazili nobenih stranskih u¢inkov. V skupini DEX smo pri sedmih
konjih v prvih dneh po zacetku zdravljenja opazili blage znake vnetja kopit (topla kopita,
pulzacija digitalnih arterij), a je le-to pri vseh potekalo brez hujsih zapletov in spontano

izzvenelo po nekaj dneh.
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Slika 2: Diferenciacijski potencial konjskih AD-MSC. Adipogena diferenciacija konjskih AD-MSC in barvanje
z Oil-Red-O in hematoksilinom pri 100x (A) in 200x (B) povecavi. Osteogena diferenciacija konjskih AD-MSC
in barvanje z Alizarin Red S pri 40x (C) in 200x (D) povecavi. Hondrogena diferenciacija konjskih AD-MSC in
barvanje z Alcian Blue pri 100x (E) in 200x (F) povecavi.

Figure 2: Multilineage differentiation potential of equine AD-MSCs. Adipogenic differentiation of equine AD-
MSC (A, B); staining with Oil-Red-O and hematoxylin at 100x (A) and 200x (B) magnification. Osteogenic
differentiation of equine AD-MSC (C, D); staining with Alizarin Red S at 40x (C) and 200x (D) magnification.
Chondrogenic differentiation of equine AD-MSC (E, F); staining with Alcian Blue at 100x (E) and 200x (F)

magnification.
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4.1 KLINICNI PREGLED, BRONHOSKOPIJA IN CITOLOSKA PREISKAVA BALf

Ne-inferniornosti SCT nismo potrdili. Obe obliki zdravljenja sta sicer pokazali tendenco
zmanjSevanja APplmax (za 9,3 = 5,8 cmH>0 v DEX skupini in za 1,6 + 5,4 cmH,O v SCT
skupini), vendar se ta med SCT in DEX ni razlikovala (Pagj = 0,1) (Tabela 1).

Kvantitativna klinicna ocena se je v SCT skupini statisticho pomembno zmanjsala za 3,4
[-5,464; -1,303] (Pagj = 0,01), pri ¢emer se je v DEX skupini zmanjsala Se za nadaljnjih 3,1
[-5,889; -0,277]. Razlike med DEX in SCT vseeno niso bile statisticno znatne (Pagj = 0,1)
(Tabela 1; Slika 3). Kvantitativna endoskopska ocena je pri SCT med T1 in T2 ostala
nespremenjena, medtem ko se je pri DEX zmanjsala. Razlika md SCT in DEX vseeno ni bila
statisticno znatna (Pagj= 0,1) (Tabela 1; Slika 3).

Vrednosti TCC v BALf-u (Slika 4) se s ¢asom v SCT skupini niso bistveno spremenile. Prav
tako se povprecna vrednost skupnega Stevila celic v BALf-u ni razlikovala med SCT in DEX
(Pagj = 0,7). Podobno je bilo ugotovljeno pri analizi diferencialnega Stevila levkocitov (Pagj >

0,2) (Tabela 2; Slika 5).

Tabela 1. Plevralni pritisk, kliniéna ocena in endoskopska ocena.

Table 1. Pleural pressure, clinical score and endoscopic score.

SCT povprecna | DEX povpreéna Razlika med DEX in SCT za
vrednost (SD) vrednost (SD) SCT razlika med T2 in T1 ¢as T2 in T1
Ucinek® [95 % P vrednost U¢inek® [95 P vrednost
T1 T2 T1 T2 CI] (prilagojena) % CI] (prilagojena)
12,015 | 10,420 | 14,780 | 5,122 0,663 0,533
APplmax* | (9,640) | (9,702) | (5,497) | (2,887) | [0,450;0,979] 0,04 (0,1) [0,317; 0,896] 0,02 (0,1)
-3,384 -3,083
17,900 | 14,450 | 17,500 | 11,100 [-5,464; - [-5,889; -
CS (2,885) | (3,912) | (3,197) | (5,753) 1,303] 0,003 (0,01) 0,277] 0,03 (0,1)
6,800 6,450 8,400 4,600 0,880 0,670
ES* (2,418) | (1,571) | (1,955) | (1,243) | [0,707;1,096] 0,24 (0,4 [0,513; 0,875] 0,005 (0,1)

APplmax, najvecja sprememba v plevralnih pritiskih v dihalnem ciklu; CS, klini¢na ocena (clinical score); ES,
endoskopska ocena; SCT, skupina konj, ki je prejela celicno zdravljenje (stem cell treatment); DEX, skupina konj,
zdravljena z deksametazonom; T1, zacetek zdravljenja; T2, zakljuCek zdravljenja; * logaritmi¢na transformacija;
® YT2-YTI (ne-transformiran izid) ali YT2/YT1 (logaritemsko transformiran) za SCT, ocenjeno z modelom
linearnih  meSanih  uc¢inkov; ¢ (YT2-YT1)DEX~(YT2-YT1)SCT  (ne-transformiran  izid) ali
(YT2/YT1)DEX/(YT2/YT1)SCT (logaritemsko transformiran), ocenjen z modelom linearnih mesanih u¢inkov.

APplimax, maximal change in pleural pressure; CS, clinical score; ES, endoscopic score; SCT, Stem cell treatment;
DEX, Dexamethasone treatment; T 1, Beginning of treatment; T2, End of treatment; * logarithmic transformation
(descriptive values are reported on the original scale); ® YT2-YTI (non-transformed outcome) or YT2/YTI
(logarithmic transformation) for SCT as estimated with linear mixed effects model; ¢ (YT2-YT1 )DEX-(YT2-
YTI1)SCT (non-transformed outcome) or (YT2/YTI)DEX/(YT2/YTI1)SCT (logarithmic transformation) as

estimated with linear mixed effects model.
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Slika 3: Klini¢na ocena in endoskopska ocena. CS, klini¢na ocena (clinical score); ES, endoskopska ocena
(endoscopic score); SCT, skupina konj, ki je prejela celi¢no zdravljenje (stem cell treatment); DEX, skupina konj,
zdravljena z deksametazonom; T1, zacetek zdravljenja; T2, zakljuéek zdravljenja; log, logaritmicna
transformacija; modra ¢rta, posamezen konj v DEX skupini; rdeca ¢rta, posamezen konj v SCT skupini.

Figure 3: Clinical score and endoscopic score. CS, clinical score; ES, endoscopic score; SCT, Stem cell
treatment; DEX, Dexamethasone treatment; T1, Beginning of treatment; T2, End of treatment; log, logarithmic

transformation; blue line, individual horse in DEX group; red line, individual horse in SCT group.

Slika 4: Bronhoalveolarni izpirek astmati¢nega konja. Barvanje po Giemsi, 200x povecava. N, nevtrofilni
granulocit; M, alveolarni makrofag; E, eozinofilni granulocit; puscica; ¢epek sluzi (KurSmanova spirala).
Figure 4: Bronchoalveolar lavage fluid from asthmatic horse. Giemsa stain, 200x magnification. N, neutrophil;

M, alveolar macrophage; E, eosinophil; arrow, Curschmann’s spiral.
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Tabela 2. Rezultati citoloSke analize bronhoalveolarnega izpirka.
SCT povpreéna DEX povprecna Razlika med DEX in SCT
vrednost (SD) vrednost (SD) SCT razlika med T2 in T1 za ¢as T2 in T1
Utinek® P vrednost Uc¢inek® P vrednost
T1 T2 T1 T2 [95 % CI] (prilagojena) [95 % CI] (prilagojena)
1,033 0,848
0,437 0,483 0,650 0,540 [0,681; [0,492;
TCC* | (0,256) (0,261) (0,382) (0,359) 1,568] 0,87 (0,9) 1,463] 0,53 (0,7)
2,665 2,190
Mac 34,580 34,510 27,930 35,520 [-3,611; [-5,452;
(%) (4,693) (7,563) (7,932) | (10,653) 8,941] 0,38 (0,5) 9,831] 0,60 (0,7)
0,886 1,058
Neut 33,950 31,310 39,550 33,820 [0,674; [0,733;
(%)* (11,060) | (14,240) | (24,475) | (16,305) 1,164] 0,36 (0,5) 1,526] 0,75 (0,)
0,527 2,506
Lymp | 31,390 31,550 29,460 32,860 [-6,740; [-7,217,
h(%) | (9,217) | (10,630) | (17,911) | (14,146) 7,795] 0,88 (0,9) 12,228] 0,59 (0,7)
1,148 -1,816
Eos 0,870 1,930 0,580 0,000 [-0,299; [-3,670;
(%) (1,421) (3,304) (1,573) (0,000) 2,595] 0,11 (0,3) 0,038] 0,05 (0,2)
0,406 -0,751
Mast 0,410 0,910 0,620 0,180 [-0,337, [-1,635;
(%) (0,534) (1,249) (1,219) (0,569) 1,148] 0,27 (0,4) 0,133] 0,09 (0,2)

TCC (WBC/mm?®), skupno $tevilo celic v BALf-u (total cell count); Mac, makrofagi; Neut, nevtrofilni granulociti;

Lymph, limfociti; Eos, eozinofilni granulociti; Mast, mastociti; SCT, skupina konj, ki je prejela celi¢no

zdravljenje; DEX, skupina konj, zdravljena z deksametazonom; T1, zacetek zdravljenja; T2, zakljucek zdravljenja;

* logaritmi¢na transformacija; ® YT2-YT1 (ne-transformiran izid) ali YT2/YT1 (logaritemsko transformiran) za

SCT, ocenjeno z modelom linearnih meSanih u¢inkov; ¢ (YT2-YT1)DEX-(YT2-YT1)SCT (ne-transformiran izid)

ali (YT2/YT1)DEX/(YT2/YT1)SCT (logaritemsko transformiran), ocenjen z modelom linearnih mesanih u¢inkov.
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Slika 5: Rezultati citoloSke analize bronhoalveolarnega izpirka. TCC (WBC/mm?), skupno §tevilo celic v
BALf-u (total cell count); Mac, makrofagi; Neut, nevtrofilni granulociti; Lymph, limfociti; Eos, eozinofilni
granulociti; Mast, mastociti; SCT, skupina konj, ki je prejela celi¢no zdravljenje; DEX, skupina konj, zdravljena
z deksametazonom; T1, zacetek zdravljenja; T2, zakljuCek zdravljenja; log. logaritmi¢na transformacija; modra
¢rta, posamezen konj v DEX skupini; rdeca ¢rta, posamezen konj v SCT skupini.

Figure 5: Bronchoalveolar lavage fluid cytology. TCC (WBC/mm?®), mean total cell count (BALf); Mac,
macrophages; Neut, neutrophils; Lymph, lymphocytes; Eos, eosinophils; Mast, mast cells; SCT, Stem cell
treatment; DEX, Dexamethasone treatment; T1, Beginning of treatment; T2, End of treatment; log, logarithmic
transformation (descriptive values are reported on the original scale); blue line, individual horse in DEX group;

red line, individual horse in SCT group.

4.2 RELATIVNA KVANTIFIKACIJA mRNK CITOKINOV IN KONCENTRACIE
NJIHOVIH PROTEINOV

Iz vseh BALf vzorcev smo uspesno izolirali RNA s povprecno vrednostjo Azeoazso 1,84 (£
0,14). Glede na standardne krivulje so bile vrednosti ucinkovitosti pomnoZevanja 1,86 za
GAPDH, 2,19 za IL-1B, 2,01 za IL-4, 1,84 za IL-8, 2,24 za IL-17, 1,95 za TNFa in 2,03 za
INFy.

Kvantifikacija mRNK je bila uspesna za vse citokine, medtem ko je bilo odkrivanje citokinskih

proteinov (z ELISA testi) uspesno le za IL-1p3, IL-4 in TNFa. Koncentracije preostalih citokinov
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so bile pod vrednostjo DR. Izrazanje mRNK pri vecini citokinov je v obdobju zdravljenja ostalo

stabilno v obeh skupinah. Le izrazanje mRNK IL-17 se je zmanj$alo s statisticno pomembnostjo
v SCT skupini (Pagj = 0,05). Izrazanje mRNK IL-17 se je zmanjSalo tudi pri DEX, kar pa se ni
razlikovalo od SCT (Pagj = 0,2) (Tabela 3; Slika 6).

Koncentracija citokinov IL-1f (Pagj = 0,001), IL-4 (Pagj = 0,001) in TNFa. (Pagj = 0,02) se je pri
SCT znatno zmanjSala. ZmanjSanje koncentracij IL-1p, IL-4 in TNFa smo opazili tudi v DEX
skupini, ki pa se po prilagoditvi vrednosti P ni bistveno razlikoval od SCT (Tabela 3; Slika 5).
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Tabela 3. Relativna kvantifikacija mRNK citokinov in koncetracije njihovih proteinov.
Table 3. Relative quantification of cytokines' mRNA and their protein concentration.
SCT povprecna vrednost | DEX povpreéna vrednost Razlika med DEX in SCT za
(SD) [% > DR] (SD) [% > DR] SCT razlika med T2 in T1 gas T2 in T1
UcCinek® [95 % | P vrednost Ucinek® [95 P vrednost
T1 T2 T1 T2 CI] (prilagojena) % CI] (prilagojena)
22,510 24,078 27,651 11,089 0,608 0,472
- * b b 9 9 b B
IL-1p (17,260) (34,070) (30,293) (16941) | 10281:1315] | X120 01711307 | G403
0,140 0,190 0,116 0,182 0,812 0,796
. * b b b b b b
IL-4 (0,106) (0,385) (0,122) 0359) | [0329:2003] | %0 @D | 10252.25107 | %7 (OB
7470,490 8013,460 10222,300 5742,500 0,607 1,137
_Qk > > > > > >
IL-8 (5017.252) | (11453,562) | (13818.670) | (4475492) | [0.296: 1245] | ©2OD | 10.445.20057 | %8O8
0,019 0,009 0,020 0,005 0,409 0,432
- * b b b b 9 B
IL-17 (0,014) (0,010) (0,021) (0,008) [0,201; 0,831] 0,02 (0,05) [0,167; 1,120] 0,08 (0.2)
146,908 112,709 113,907 78,013 0,780 0,803
% ) £ > ) s k)
TNFa (140,452) (119,865) (67,441) (48,822) [0,487; 1,250] 0,304 [0,442; 1,458] 0.4(0.7)
2,831 1,610 2,113 1,551 0,665 0,782
sk > > k) > El )
INFy (3,534) (1,330) (2,654) (1,587) [0,342; 1,290] 0.2(04) [0,330; 1,850] 0.5(0.7)
370,062 279,188 217,321 203,012
eIL-1p* | (293,004) | (156,496) (84,624) (84247) | 5;’5%9833] (Z 8’831) [0 6;’5;?21801 1| 00602)
[90] [90] [80] [60] S ’ v
340,817 257,304 198,584 203,012
’ ’ p . 0,555 < 0,001 0,676
elL-4* (291,316) | (165,533) (97,086) (84,247) ’” ’ ). 0,02 (0,1)
160] [100] 190] (0] [0,422;0,731] | (<0,001) | [0,482;0,949]
1102,100 740,418 609,070 473,075 0.553 1.765
eTNFa* | (878,340) (759,764) (606,676) (378,766) [0 376_ 0.812] 0,005 (0,02) [ 03; 3.014] 0,04 (0,1)
[100] [100] [100] [100] 2/ 0 095 %

e, z ELISA — testi dolo¢ena koncentracija citokina; IL, interlevkin; SCT, skupina konj, ki je prejela celi¢éno
zdravljenje; DEX, skupina konj, zdravljena z deksametazonom; DR, razpon zaznavanja (detection range)
posameznega ELISA testa; % > DR, delez spremenljivk nad DR; T1, zacetek zdravljenja; T2, zakljucek
zdravljenja; * logaritmi¢na transformacija; ® YT2-YT1 (ne-transformiran izid) ali YT2/YTI (logaritemsko
transformiran) za SCT, ocenjeno z modelom linearnih meSanih u¢inkov ali Tobit regresijskim modelom; © (YT2-
YTI)DEX~(YT2-YT1)SCT (ne-transformiran izid) ali (YT2/YT1)DEX/(YT2/YT1)SCT (logaritemsko
transformiran), ocenjen z modelom linearnih meSanih uc¢inkov ali Tobit regresijskim modelom.

e, ELISA determined concentration of cytokine; IL, Interleukine; SCT, Stem cell treatment; DEX, Dexamethasone
treatment; DR, Detection range for ELISA assays; % > DR, proportion of variables above DR; T1, Beginning of
treatment; T2, End of treatment; * logarithmic transformation (descriptive values are on the original scale); ® YT2-
YT (non-transformed outcome) or YT2/YT1 (logarithmic transformation) for SCT as estimated with linear mixed
effects model or Tobit regression; ¢ (YT2-YT1 )DEX-(YT2-YT1)SCT (non-transformed outcome) or
(YT2/YT1)DEX/(YT2/YT1)SCT (logarithmic transformation) as estimated with linear mixed effects model or

Tobit random effects model.
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Slika 6: Relativna kvantifikacija mRNK citokinov in koncetracije njihovih proteinov. e, z ELISA — testi
dolocena koncentracija citokina; IL, interlevkin; SCT, skupina konj, ki je prejela celi¢no zdravljenje; DEX,
skupina konj, zdravljena z deksametazonom; T1, zacetek zdravljenja; T2, zakljucek zdravljenja; log, logaritmi¢na
transformacija; modra ¢rta, posamezen konj v DEX skupini; rdeca ¢rta, posamezen konj v SCT skupini.

Figure 6: Relative quantification of cytokines' mRNA and their protein concentration. e, ELISA
determined concentration of cytokine; IL, Interleukine; SCT, Stem cell treatment; DEX, Dexamethasone
treatment; T1, Beginning of treatment; T2, End of treatment; log, logarithmic transformation (descriptive values

are on the original scale); blue line, individual horse in DEX group; red line, individual horse in SCT group.

4.3 SPREMLJANJE KLINICNIH SIMPTOMOV SEA PO ZAKLJUCKU ZDRAVLJENJA

Obdobje po T2, v katerem konji niso ponovno razvili objektivnih simptomov astme, je bilo
daljse v skupini SCT. Postopen ponovni pojav ali poslabsanje objektivnih simptomov astme je
bil v skupini DEX pri vecini konj dokumentiran kmalu po prekinitvi zdravljenja, medtem ko je
vecina konj v skupini SCT ostala brez objektivnih simptomov SEA Se 300 dni po zakljuceni

obravnavi (P = 0,02) (Slika 7).
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Slika 7: Sledenje pacientov. Ponovni pojav ali poslabsanje objektivnih simptomov SEA v odvisnosti od ¢asa.
SCT, skupina konj, ki je prejela cel¢no zdravljenje (stem cell treatment); DEX, skupina konj, zdravljena z
deksametazonom; p, vrednost p.

Figure 7: Follow-up. The moment expressed in the number of days after completion of treatment in the study
when horses developed objective SEA symptoms and needed re-treatment. SEA, Severe equine asthma; SCT,

Stem cell treatment; DEX, Dexamethasone treatment; p, p - value.
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5 RAZPRAVA

Imunomodulatorni u¢inki MSC predstavljajo moznost za ozdravitev ali vsaj omilitev nekaterih
trdovratnih kroni¢nih obolenj, ki jih trenutne terapevtske strategije ne uspejo ozdraviti ali vsaj
znatno olajSati. V tej klini¢ni raziskavi smo pokazali odziv mediatorjev vnetja in simptomov
SEA na zdravljenje z avtolognimi MSC, ki smo jih pridobili iz mas¢obe. V kratkem ¢asovnem
obdobju je imelo zdravljenje z AD-MSC ucinek na nekatere iniciatorje vnetja; pozitiven ucinek
zdravljenja se je pokazal dolgoroc¢no v obliki lajSanja klinicnih simptomov SEA.

V okviru respiratorne medicine je objavljenih ve¢ raziskav, ki temeljijo na zdravljenju z MSC.
Rezultati teh raziskav so variabilni, ko opredeljujejo vpliv MSC na patogenezo vnetja,
predvsem na izrazanje in prevajanje mediatorjev vnetja, dosledno pa v raziskavah porocajo o
znatnem zmanjSanju vnetja in/ali klini€énem izboljSanju. Pri mi§jem modelu astme so Cho in
sod. (2014) porocali o zmanj$anju klini¢nih simptomov in vnetja po intravenski aplikaciji AD-
MSC. Ti pozitivni u€inki so sovpadali z zmanjSanim izrazanjem citokinov, ki sodelujejo v Th2
tipu imunskega odgovora, in poveCanim izrazanjem citokinov, ki sodelujejo v Thl tipu
imunskega odgovora, v BALf-u (22). Na mi§jem modelu astme so do podobnih zakljuckov
prisli tudi Marinas-Pardo in sod. (2014), ki so intravensko aplicirali oznacene AD-MSC.
Zaznali so hitro lajSanje vnetja dihalnih poti, vezanega na izrazanje Thl citokinov. Ugotovili
so tudi kopicenje celic v pljucih, hkrati pa izkljucili integracijo celic v pljucni parenhim in s
tem njihov potencialni pro-modularni u¢inek (23). Vendar je potrebno poudariti, da se je pri
tem ucinek zdravljenja z MSC ob kontinuiranem antigenskem izzivu manjsal (23).

V nasi raziskavi je imelo merjenje APplmax dva pomena. Prvi je bil diagnosticen, pri ¢emer smo
z uporabo bronhodilatatorja (NBB) dokazali reverzibilnost obstrukcije dihalnih poti pri vseh
konjih s SEA (193). Drugi namen meritev je bila ocena ucinkovitosti terapije. Da bi zmanjSali
ali odpravili variabilnost pri vzorcenju, vkljuéno s sedacijo pri nekaterih konjih, smo
uniformirali merilne pogoje za vsakega konja, s ¢imer smo zagotovili enakost postopkov v T1
in T2. Ze dnevne ali sezonske spremembe in spremembe cirkadianega ritma posameznika
namre¢ vplivajo na vrednosti APplmax pri astmati¢nih konjih (4, 173, 180, 181). Te spremembe
so povezane z dnevnim nihanjem vnetnih mediatorjev (178) ali slabsanjem bronhospazma, na
katerega med drugim vpliva tudi temperatura v okolici (378). U¢inke endogenih cirkadianih
sprememb smo zmanjSali s ponavljanjem meritev (v T1 in T2) v istem ¢asovnem obdobju

dneva. Da bi odpravili vpliv vremena in sezone, bi morali vse konje obravnavati hkrati, kar pa
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bi zahtevalo laboratorijsko in hospitalno infrastrukturo in logistiko, ki nista na voljo na

Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani ali drugi veterinarski ustanovi.

Pri vseh konjih smo uspesno opravili BAL in pridobili vzorce BALf. Pri vseh konjih smo
makro- in mikroskopsko ugotovili povecano celi¢nost izpirkov in velike koli¢ine sluzi, znacilne
za SEA (71, 149, 150). RazprSenost rezultatov smo nadalje upostevali pri izbiri kompleksnih
statistiénih modelov. Sirok razpon rezultatov je najverjetneje posledica tehnike odvzema
izpirka in reakcija posameznega konja na poseg, na delez posameznih vrst vnetnih celic pa
verjetno vplivajo tudi razli¢ni fenotipi bolezni, ki pa za SEA $e niso dolo¢eni (34). Pri vseh
konjih smo potrdili izrazito povecan delez nevtrofilnih granulocitov v BALf-u, kar je ob hkratni
izkljucitvi okuzbe diagnosti¢no za SEA (4-6).

Intrabronhialna administracija bioloSkih zdravil omogoca neposreden dostop do, in hitrejSo
interakcijo z imunskim sistemom pljuc. V primerjavi s sistemskim zdravljenjem je potrebno
manjse Stevilo celic, zmanj$a pa se tudi moznost morebitnih Skodljivih sistemskih stranskih
ucinkov zdravljenja (17). Zaradi tega smo v tej raziskavi aplicirali MSC intrabronhialno. Vir
MSC v tej raziskavi je bilo mas¢obno tkivo, ki se lahko pridobi z relativno enostavno in
minimalno invazivno metodo; enostavna pa je tudi tehnika izolacije MSC iz maScobnega tkiva
(246, 247).

Aplikacija 100 miljjonov avtolognih AD-MSC je imela v nasi raziskavi omejen kratkorocni
terapevtski ucinek in pozitiven dolgoro¢ni ucinek na klini¢no izrazanje SEA. Kratkoroc¢ni
ucinki so bili izraZeni z izboljSanjem posameznih parametrov, kot so kvantitativna klini¢na
ocena, zmanjSano izrazanje IL-17 mRNK in zniZanje koncentracij IL-18, IL-4 in TNFa v BALf-
u. V SCT skupini so k izboljSanju sicer kazale teZznjo tudi Stevilne druge spremenljivke, a je
imel deksametazon v kratkorocnem obdobju izrazitejSe pozitivne ucinke v primerjavi s SCT.
Pri spremljanju dolgoro¢nega ucinka zdravljenja se je potreba po veterinarski intervenciji med
obema skupinama bistveno razlikovala. Vecina lastnikov je v obdobju po koncani obravnavi
konj nadaljevala z enakim rezimom oskrbe in ni bistveno spremenila njihovega zivljenjskega
okolja. Do datuma, s katerim smo oznacili zakljucek raziskave, lastniki niso vedeli, katero
terapijo je njihov konj prejel. Klini¢ni status konj, zdravljenih z MSC, je bil dolgorocno
stabilnejsi v primerjavi s konji, zdravljenimi z deksametazonom. Ob podrobnejSem spremljanju
nekaterih konj, so Stirje lastniki konj iz skupine SCT porocali o opazno redkejSem kasljanju in
izboljSani delovni sposobnosti svojih konj. Vecina lastnikov konj iz DEX skupine pa je

porocalo izrazito poslabsanje kmalu po koncani obravnavi v raziskavi. Ti rezultati kazejo na
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mozen dolgoro¢ni imunomodulatorni u¢inek MSC v primerjavi s strogo imunosupresivnim

uc¢inkom glukokortikoidov. Zaznani dolgoro¢ni ucinki zdravljenja z mati¢nimi celicami v nasi
raziskavi so skladni z dolgoro¢nim uspehom zdravljenja astmati¢nih mack (27). Trzil in sod.
(2016) so porocali zmanjSanje Stevila vnetnih celic, AHR in preoblikovanja dihalnih poti, ki so
jih zaznali devet mesecev po zdravljenju mack z AD-MSC (27). Ob tem je potrebno poudariti,
da terapevtski u¢inek MSC najverjetneje ni povezan z njihovim prezivetjem v lokalnem tkivu.
Stevilni raziskovalci so ugotovile kratkozivost MSC v pljuéih, saj jih 24 ur po infuziji niso ve¢
zaznali (273, 329). Na lokalni imunski odziv pa naj bi kljub temu vplivale Se znatno in
dolgoro¢no po fagocitozi celih MSC ali njihovih delov s strani makrofagov (329).

Z namenom proucitve vpliva zdravljenja z MSC na razli¢ne poti imunskega odziva, smo v naso
raziskavo vkljucili tudi izraZanje pro-vnetnih citokinov (IL-1B, IL-8 in TNFa) in citokinov -
predstavnikov imunskega odziva tipa 1 (IFNy), tipa 2 (IL -4) in tipa 17 (IL-17) v BALf.
Raziskavo smo zasnovali tako, da smo pri dovzetnih konjih z antigenskim izzivom sprozili
imunski odziv in konstantno prisotnost simptomov SEA. Tako je izrazanje citokinov v tej
raziskavi odraz stabilnega stanja klini¢no poslabSane SEA. To je najverjetneje tudi razlog, da
so bili v ¢asu vzoréenja (BAL-a) citokini IL-4, IL-17 in IFNYy, ki imajo klju¢no vlogo predvsem
v zgodnji - alergeni fazi odziva dihal (88, 95, 123, 379), izraZeni v niZjih vrednostih v primerjavi
z raziskavami, ki so analizirale spremenljivke takoj po antigenskem odzivu. Pri vseh konjih so
bile v ¢asu T1 zaznane mocno poviSane ravni izrazanja mRNK za IL-1f3, TNFa in IL-8, kar
kaZe na intenziven potek vnetja in vztrajen pro-vnetni drazljaj. Trenutno so glukokortikoidi del
rutinskega zdravljenja SEA ravno zaradi njihove uc¢inkovite sposobnosti zaviranja izrazanja
pro-vnetnih genov (118, 122, 380). A tudi v DEX skupini je pri posameznih konjih izrazanje
pro-vnetnih citokinov ostalo nespremenjeno, kar je v konjski medicini poznan problem, ki pa
Se nima definirane patogeneze (109).

V nasi raziskavi izrazanje mRNK ni bilo vedno povezano z zaznavnimi koncentracijami
citokinskih proteinov z ELISA testi. Razlike v zaznavanju lahko v prvi vrsti pripiSemo
spremenljivi stabilnosti mRNK za posamezne citokine. Ta odstopanja so pri¢akovana pri
analizah bioloSkih vzorcev (381-383). Vecina raziskovalcev poro¢a o mocni korelaciji med
mRNK IFNy in koncentracijo njenih proteinov ter o variabilni korelaciji med mRNK TNFa in
IL-8 ter njunimi proteini. Izrazanje koncentracije mRNK in proteinov pa slabo korelira pri IL-
1B, IL-4 in IL-17 (382). Ti podatki so zbrani iz analiz citokinov v €loveski periferni krvi, ki je
stabilnejsi bioloski medij kot BALf (382). Nizke koncentracije proteina INFy v naSih BALf
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vzorcih so bile torej najverjetneje posledica nizkega izrazanja njihove mRNK. Tudi drugi

regulatorni mehanizmi lahko vplivajo na prevajanje citokinov, od katerih so nekateri povezani
s posttranskripcijsko regulacijo in, kot ze omenjeno, utiSanjem mRNK z miRNK (384-388).
Vse te ugotovitve izhajajo iz humane in eksperimentalne medicine. Natanc¢ni podatki za konje,
Se posebej pri obolenjih dihal, pa niso na voljo (32, 389, 390).

Zdravljenje z MSC v nasi raziskavi je vplivalo na izrazanje gena za IL-17. To je citokin, ki ima
pri Stevilnih boleznih klju¢no vlogo pri sprozitvi vnetnega odgovora. NatanCna patogeneza
aktivacije vnetnega odgovora s strani IL-17 je slabo poznana (391). Verjetno je IL-17 kriti¢ni
citokin, ki zdruzuje aktivacijo T-celic z mobilizacijo nevtrofilnih granulocitov (392), in tako
posredno spodbuja njihovo kemotakso in aktivacijo, in zakasni ali prepreci njihovo apoptozo
(109). Med drugim IL-17 vpliva tudi na izrazanje TNFa in IL-1B (393), kar bi lahko bilo
povezano z ugotovljenimi niZjimi vrednostmi TNFa in IL-1f proteinov v BALS vzorcih v tej
raziskavi. ZmanjSano izrazanje IL-17 je torej lahko bistveno prispevalo k izboljSanju klini¢ne
slike in dolgorocnemu pozitivnemu u¢inku zdravljenja z MSC. Na koncentracijo IL-17 pa lahko
vpliva tudi izrazanje dolocenih miRNK (387). Ker matic¢ne celice lahko vplivajo na izraZanje
posameznih miRNK, bi v konéni fazi lahko posredno vplivale na transkripcijo IL-17 mRNK
(387, 394). Uc¢inek zdravljenja z deksametazonom na ekspresijo IL-17 je bil v nasi raziskavi Se
bolj ociten, pri tem pa moramo upostevati, da je vpliv obeh nacinov zdravljenja na imunski
odziv drugacen (395).

V SCT skupini se je po zdravljenju znatno zmanjSala tudi koli¢ina IL-1pB, IL-4 in TNFa
proteinov v BALf-ih. V naSih vzorcih smo zaznali visoko ekspresijo tako mRNK IL-1f, kot
njenth proteinov. V obeh skupinah (SCT in DEX) smo ob primerjanju vrednosti med T1 in T2
opazili znatno zmanjSanje tako IL-1 mRNK kot proteina, ¢eprav je bilo statisticno znacilno le
zmanjSanje proteinov. Glukokortikoidi imajo poznan zaviralni u€inek na transkripcijo,
stabilnost mRNK in post-transkripcijsko izrazanje IL-1B (386, 396, 397). Glede na naSe
rezultate imajo MSC podoben ucinek. Natan¢na opredelitev mehanizmov, ki so privedli do
tega, pa je tudi v tem primeru problemati¢na, saj je sinteza IL-1B nadzorovana tako na
transkripcijski kot na posttranskripcijski oziroma translacijski ravni (398, 399). Ker je mRNK
IL-1p med T1 in T2 ostala stabilna, lahko na podlagi nasih rezultatov predpostavimo, da je
zdravljenje najverjetneje ucinkovalo na translacijo izrazenih genov ali pa je posttranslacijsko
oslabilo izraZanje beljakovine. Enako bi lahko veljalo tudi za IL-4. Nizka izrazenost mRNK za

IL-4 in precej visoka zaznavnost njenih proteinov v nasih vzorcih odstopata od rezultatov
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drugih raziskovalcev, ki so porocali o dobri korelaciji med mRNK in proteini IL-4 (400).

Prisotnost IL-4 v ¢loveskih vzorcih kaze na prevladovanje imunskega odziva tipa Th2 (401—
403). Th2 imunski odziv nadalje modulira stabilnost mRNK s pozitivno povratno zanko (400,
404, 405). To bi lahko pojasnilo nizko stabilnost IL-4 mRNK v pljucih astmati¢nih konj, saj
Th2 polarizacija pri astmati¢nih konjih nima prevladujocega vpliva. Hkrati pa se iz vsake
molekule mRNK prevede ve¢ kopij proteina; nizke ravni mRNK IL-4 lahko torej vseeno
zagotovijo veliko koli¢ino proteinov (406).

V nasih vzorcih smo zaznali visoke vrednosti mRNK in proteinov TNFa, kar nakazuje na izrazit
pro-vnetni stimulus. Ti rezultati pa odstopajo od rezultatov opisanih s strani Montgomeryja in
sod. (2018), ki so ugotovili nizke vrednosti proteinov TNFa v dihalih astmati¢nih konj. Pri tem
je potrebno omeniti, da skupina ni proucevala vpliva zdravljenja, temve¢ je primerjala
parametre med astmati¢nimi in zdravimi konji (390). Izrazena mRNK TNFa (407—409) in njeni
proteini (407, 408) imajo sicer kratko razpolovno dobo in nizko stabilnost v sistemski cirkulaciji
in Dbioloskih vzorcih. Regulativni mehanizmi, ki nadzorujejo sintezo TNFo na
posttranskripcijski ravni, so odvisni od vrste celic in aktivacijskih poti celic (410, 411). V
sploSnem aktivacija makrofagov z dolocenimi drazljaji (npr. LPS) spodbuja blokirano
prevajanje TNFa, kar ima za posledico visoke ravni TNFa (411). Na prevajanje lahko vpliva
tudi miRNK-346, ki blokira izraZanje kinaze, ki sicer stabilizira mRNK TNFa in posledicno
vpliva na prevajanje in izlocanje njenih proteinov (384—386). Statisticno znacilno zmanjSanje
beljakovin TNFa in komaj zaznavna sprememba v izrazanju mRNK v SCT skupini je
pomemben rezultat nase Studije. KaZe namre¢ na vpliv MSC na posttranskripcijsko in/ali
translacijsko fazo izrazanja gena TNFa.

Mocno povecano izrazanje mRNK IL-8 je v vzorcih BALf pri astmati¢nih konjih pogosto zelo
izrazito in znacilno (94-96, 110), s ¢imer sovpadajo tudi rezultati te raziskave. Nezaznavne
vrednosti beljakovin IL-8 v naSih BALf vzorcih pa so bile nekoliko presenetljive. Razloge je
treba iskati v post-transkripcijskih in pred- in post-translacijskih dogodkih. V bioloskih vzorcih
je mRNK IL-8 zelo stabilna (409, 412), medtem, ko ima protein IL-8 relativno kratko stabilnost
v plazmi in verjetno tudi v BALf-u (413). Po drugi strani pa so receptorji IL-8 gosto izraZeni
na nevtrofilnih granulocitov (109, 414, 415), ki so v vnetnem okolju astmati¢nih konjskih plju¢
prisotni v velikem Stevilu. Prosti proteini se v tem primeru verjetno hitro vezejo na receptorje
in jih z ELISA testom ni ve¢ moc¢ zaznati (416). Prevajanje mRNK IL-8 v proteine je lahko tudi

blokirano s strani miRNK (388). Ob upostevanju nizke koncentracije proteina IL-8 v naSih
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vzorcih se mora porajati tudi pomislek, da se pomembna vloga za razvoj nevtrofilnega vnetja v

dihalih astmati¢nih konj pripisuje napacnemu citokinu.

V nasi raziskavi nismo proucevali in opredelili vpliva zdravljenja na preoblikovanje lokalnega
pljucnega tkiva, za kar pa bi bilo potrebno izvesti veckratno biopsijo pljucnega tkiva.
Ponavljajoca se biopsija pljuc bi verjetno sprozila vnetni odziv, nepovezan s SEA, kar bi otezilo
interpretacijo rezultatov. Dolgorocna stabilnost klini¢ne slike pri SEA v SCT skupini pa se
lahko posredno razlozi z znizanjem AHR, ki pa je med drugim odvisna tudi od preoblikovanja
tkiva dihalnih poti (27, 146, 417, 418). Taksno interpretacijo podpira raziskava Marifnas-Pardo
in sod. (2014) na modelu misje astme, v kateri so spremljali porazdelitev, interakcije in
preZivetje intravensko apliciranih oznatenih AD-MSC (23). Ceprav MSC niso vplivale na
preoblikovanje ECM, so dolgoro¢no povzrocile zmanjSano nalaganje vlaken v dihalnih poteh
(23). Tudi drugi raziskovalci so porocali o zmanjSani hitrosti preoblikovanja dihalnih poti v
smislu odlaganja kolagena v plju¢nem parenhimu po zdravljenju z MSC (24, 26, 419). Znatno
zmanj$anje vnetja dihalnih poti in preoblikovanja tkiva je zajeto tudi v nedavni metaanalizi 32
objavljenih raziskav Zivalskih modelov astme, zdravljenih sistemsko ali lokalno z MSC (357).
Ceprav z glukokortikoidi uspe$no reSujemo hude oblike dihalne stiske, ostaja zmanjSanje
izpostavljenosti prahu kljuen ukrep za lajSanje simptomov SEA. To zahteva prilagoditve v
oskrbi konj, kar je povezano s povecanjem finan¢nega vlozka in neposrednega dela oskrbnikov
konj, vklju€uje pa tudi spremembe v infrastrukturi objektov in okolice. TakSna investicija pa
ima lahko samo zacasen in delen ucinek, pri nekaterih konjih pa ucinka sploh ni. Nove in bolj
ucinkovite strategije zdravljenja SEA so zato nujne, MSC pa so primeren kandidat za raziskave
v tej smeri. Nasa raziskava je odkrila ve¢ pozitivnih u¢inkov zdravljenja SEA z AD-MSC.
Nekatere spremembe so bile zajete z oceno parametrov po kratkorocnem obdobju, najbolj
spodbudni pa so bili dolgorocni ucinki SCT na klinicno stabilnost SEA. Natancénih
mehanizmov zdravljenja z MSC na razvoj in obstojnost konjske astme v nasi raziskavi nismo
uspeli opredeliti. Prav tako moramo poudariti, da kljub uporabi zelo konservativnega
statisticnega modela, rezultati te Studije ne ponujajo novega rezima zdravljenja. Predstavljajo
pa pomemben zacetek pri oblikovanju smernic za nove terapevtske strategije za zdravljenje
SEA. V prihodnosti moramo predvsem natancneje raziskati vpliv MSC na izrazanje in
prevajanje genov posameznih vnetnih mediatorjev. BoljSe poznavanje post-transkripcijske in
translacijske regulacije citokinov pri SEA bo verjetno pripomoglo tudi k boljSemu razumevanju

same patogeneze SEA in drugih kroni¢nih obstruktivnih obolenj dihal pri Zivalih in ljudeh.



N. Adami¢: Vpliv zdravljenja z mezenhimskimi mati¢nimi celicami na kroni¢no obstruktivno obolenje dihal pri
konjih.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2022. Doktorska disertacija

74
6 ZAKLJUCKI

Intrabronhialna administracija 100 milijonov avtolognih AD-MSC je imela omejen kratkoro¢ni
ucinek, vendar pozitiven dolgoro¢ni ucinek, ki se je izrazil kot dolgoro¢na stabilnost klinicnih
znakov SEA. Ti rezultati kaZejo na mozen dolgoro¢ni imunomodulatorni ucinek
intrabronhialno apliciranih avtolognih AD-MSC in verjetno delno spremembo poteka vnetja v
dihalih astmati¢nih konj v primerjavi z u¢inkovanjem glukokortikoidov.

Zdravljenje z AD-MSC vnetja dihal ni odpravilo kljub ugotovljeni izboljSavi dolocenih
klini¢nih in vnetnih parametrov, zato smo prvo zastavljeno hipotezo ovrgli. Imunosupresivne
uc¢inke MSC pa smo potrdili z ugotavljenimi spremembami izrazanja in prevajanja vnetnih
citokinov.

Rezultati raziskave so pomembni za podrobnejSe razumevanje imunopatogeneze SEA in razvoj
novih terapevtskih strategij, ki bi bile osnovane na MSC. Ker je konjska astma ustrezen model
za proucevanje Cloveske astme (predvsem nevtrofilnega tipa), bodo rezultati koristni tudi za

razvoj terapevtskih strategij v humani medicini.
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7 POVZETEK

Huda oblika konjske astme (Severe equine asthma; SEA) je pogosto kroni¢no obolenje dihal
pri konjih, ki pomembno vpliva na zdravje in dobro pocutje konj. Trenutne terapevtske
strategije lahko zacasno uspesno izboljsajo plju¢no funkcijo in omilijo simptome pri nekaterih
konjih, vendar ne spremenijo dolgoro¢nega napredovanja SEA. Povzrocijo lahko tudi
nezazelene stranske ucinke. Razvoj regenerativne medicine je omogocil Stevilne nove
terapevtske pristope, s katerimi se skusa bolj dolgoro¢no vplivati na imunski odziv in se hkrati
izogniti nezelenim ucinkom klasi¢nih zdravil. Cilj nase raziskave je bil oceniti varnost in
terapevtsko uc€inkovitost intrabronhialne administracije iz mas¢obe pridobljenih mezenhimskih
mati¢nih celic (Adipose-derived mesenchymal stem cells; AD-MSC) za zdravljenje SEA.

V raziskavo smo vkljucili dvajset odraslih konj, ki so bili diagnosticirani s SEA. Konje smo
naklju¢no razdelili v dve skupini (n = 10) in jih zdravili z intrabronhialno aplikacijo avtolognih
AD-MSC ali peroralnim deksametazonom. Na zacetku in tri tedne po zacetku zdravljenja smo
opravili meritve sprememb plevralnega tlaka med dihalnim ciklom (APplnax), s Cimer smo
ocenili plju¢no funkcijo, in bronhoskopski pregled dihalnih poti. Opravili smo citolosko analizo
bronhoalveolarnega izpirka (Bronchoalveolar lavage fluid; BALf) in izmerili vrednosti
izrazanja IL-1pB, IL-4, IL-8, IL-17, TNFa in IFNy mRNK in koncentracijo njihovih beljakovin
v BALf-u na zacetku in po treh tednih zdravljenja. Pocutje konj in klini¢no izraZzanje SEA pri
posameznikih smo nadalje spremljali Se eno leto po zakljuceni obravnavi. Za oceno razlik med
zdravljenjem smo izvedli analizo neinferiornosti in linearni model mesanih ucinkov.
Neinferiornosti zdravljenja z MSC nismo ugotovili. Zdravljenje z MSC pa je kljub temu znatno
1zboljSalo kvantitativno klini¢no oceno (P = 0,01), zmanjSalo se je izrazanje IL-17 mRNK (P =
0,05) in koncentracije IL-1B (P < 0,001), IL-4 (P < 0,001) in TNFa (P = 0,02). Zdravljenje z
MSC je imelo tudi pozitiven dolgoro¢ni u¢inek na klini¢ne znake SEA (P = 0,02). Z detekcijo
prepisa in prevajanja posameznih citokinov smo ugotovili razlikovanje med ucinkovanjem
obeh nacinov zdravljenja. Za razliko od glukokortikoidov, ki zavirajo izrazanje genov vnetnih
citokinov, MSC verjetno vplivajo na prevajanje genov v funkcionalne proteine. Z izsledki nase
raziskave bolj natanénega mehanizma delovanja MSC nismo uspeli opredeliti.

Na podlagi izsledkov te raziskave lahko zaklju¢imo, da je imela intrabronhialna aplikacija
avtolognih AD-MSC omejen kratkoro¢ni protivnetni u¢inek in pozitiven dolgorocen ucinek na

stabilnost simptomov SEA. Rezultati raziskave so pomembni za podrobnejSe razumevanje
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poteka vnetja v astmati¢nih dihalih konj in razvoj bolj ucinkovitih terapij za zdravljenje

obstruktivnih obolenj dihal pri konjih in drugih vrstah, vklju¢no s ¢lovekom.
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8 SUMMARY

Severe equine asthma (SEA) is a common chronic respiratory disease and a significant equine
health and welfare problem. Current therapeutic strategies temporarily improve lung function
and limit clinical exacerbations in some horses but cannot reverse the long-term progression of
SEA; moreover, side effects are possible. The evolution of regenerative medicine has enabled
several new therapeutic strategies that primarily target the severity of the immune response and
minimize the likelihood of side effects that occur after the use of conventional therapeutic
strategies. Therefore, the objective of this study was to evaluate the safety and therapeutic
efficacy of intrabronchial administration of adipose-derived mesenchymal stem cells (AD-
MSC) in SEA.

Twenty adult horses diagnosed with SEA were included in the study. Horses were randomly
divided into two groups (n=10/group) and treated with either intrabronchial application of
autologous MSC or oral dexamethasone. Maximum change in pleural pressure during
respiratory cycle (APplmax) and bronchoscopy were performed to assess lung function and
inflammation at baseline and three weeks after treatment initiation. Bronchoalveolar lavage
fluid (BALf) was analyzed cytologically, and IL -1B, IL -4, IL -8, IL -17, TNFa and IFNy
mRNA ratio and protein concentration were measured at baseline and after treatment initiation.
Horses were monitored for one year for recurrence of SEA. A non-inferiority analysis and a
linear mixed-effects model were performed to evaluate differences between treatments.
Non-inferiority of MSC treatment was not established. However, MSC administration
significantly improved clinical score (P = 0.01), decreased expression of IL -17 mRNA (P =
0.05) and IL -1B (P £ 0.001), IL -4 (P £ 0.001), TNFa (P = 0.02) protein levels, and had a
positive long-term effect on SEA clinical signs (P = 0.02). We found a difference between the
effects of both treatments on the inflammatory cascade by detecting the transcriptional and
translational expression levels of above-mentioned cytokines. Unlike glucocorticoids, which
inhibit the expression of inflammatory cytokine genes, MSCs likely affect the translational
phase in the cascade of interleukin production. However, the results of our study did not allow
us to determine the exact mechanism of MSC influence on airway inflammation.
Intrabronchial administration of autologous AD-MSC had a limited short-term anti-

inflammatory effect and a positive long-term effect on SEA. These results are critical for a more
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detailed understanding of inflammation in SEA and the development of alternative therapies to

treat equine asthma and/or obstructive airway diseases in other species, including humans.
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